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 El uso actual de células madre adultas de origen humano en terapia celular supone una gran 
promesa para el tratamiento de numerosas patologías asociadas con la degeneración tisular, que a día 
de hoy carecen de tratamientos eficaces para su cura. Las mejoras en las técnicas de biología molecular 
y celular han permitido identificar células troncales en un gran número de tejidos demostrando una 
considerable capacidad de diferenciación, replicación, migración, colonización, diferenciación e incluso 
inmunomodulación que las ha convertido a su vez en el tipo celular por excelencia más utilizado en los 
ensayos clínicos. 
 
 En la práctica totalidad de ensayos clínicos con células madre, se requiere una expansión 
celular previa in vitro con una duración aproximada de 8-12 semanas de cultivo. Este periodo de 
expansión, se realiza mediante tradicionales métodos de cultivo que son sustancialmente subóptimos 
para las células y que fomentan el estrés celular y la senescencia. Uno de los parámetros más deletéreos 
para la estabilidad celular incluido en las condiciones estándar de cultivo actuales, es el empleo de la 
concentración de oxígeno atmosférica (21%O2), la cual promueve un estado pro-oxidativo en las células 
madre que compromete el mantenimiento de la estabilidad y calidad celular. 
 
 Con la intención de mejorar las posibilidades de aprovechamiento de las células madre en 
clínica, en el presente trabajo se ha planteado analizar el grado de influencia que posee el estrés 
oxidativo generado durante el cultivo sobre la estabilidad genética de las células madre mesenquimales 
humanas (hMSC) derivadas de tejido adiposo y su impacto sobre la senescencia replicativa. De forma 
adicional, el proyecto ha pretendido la identificación y validación de nuevos biomarcadores de 
senescencia, esencialmente de naturaleza génica, que permitan sentar las bases de un control de 
calidad más fiable para la expansión in vitro de hMSC y que a su vez pueda contribuir a mejorar la 
eficacia de los protocolos actuales destinados a la terapia con células madre.  
 
 Para el desarrollo de este trabajo, se ha estudiado comparativamente el crecimiento de hMSC 
en condiciones estándar (21%O2) de cultivo frente al crecimiento de hMSC en condiciones más 
semejantes a las fisiológicas (3%O2). Se analizaron y caracterizaron diversos parámetros citogenéticos y 
cambios en el perfil de expresión en las dos condiciones de oxígeno, con la finalidad de revelar el 
potencial efecto del estrés oxidativo derivado de las elevadas tensiones de oxígeno sobre la estabilidad 
genética y el desencadenamiento de la senescencia celular en cultivo. De modo semejante, tanto los 
estudios citogenéticos detallados para la detección de alteraciones génicas como el análisis de cambios 
en el perfil de expresión transcripcional durante tiempos prolongados de cultivo en condiciones 
estándar (21%O2), han permitido encontrar y validar potenciales biomarcadores del proceso de 
senescencia celular y por tanto de calidad de las células a lo largo del proceso de expansión.  
 
 Los resultados obtenidos en este proyecto, han confirmado que reduciendo la tensión de 
oxígeno empleada en cultivo hasta una tensión de oxígeno más próxima a la fisiológica es posible 
mejorar considerablemente las condiciones de expansión. El crecimiento celular en estas condiciones 
permite mejorar la eficacia y seguridad de la producción celular in vitro, ya que es capaz de aumentar la 
tasa de proliferación, retrasar la senescencia, reducir el daño en el ADN, disminuir el acortamiento 
telomérico y mejorar el control de la estabilidad genética. Adicionalmente, en la presente memoria se 
plantea un posible mecanismo por el cual los cultivos de bajo oxígeno promueven estos efectos 
beneficiosos para las células y en el que se involucran el mantenimiento de un correcto balance 
metabólico, la reducción de  la producción de especies reactivas del oxígeno y el daño clastogénico en la 
células. 
 
 La caracterización detallada a nivel citogenético y de expresión génica en hMSC durante 
tiempos prolongados de cultivo, permitió establecer que el control de la ploidía celular es un parámetro 
que se altera significativamente durante el proceso de senescencia celular en cultivo. Se evidenció un 
cambio citogenético recurrente durante la senescencia de hMSC en condiciones estándar de cultivo y 
que hace referencia a la adquisición de copias extras para las regiones cromosómicas de todo el 
cromosoma 10 y el brazo corto (q) del cromosoma 20. Adicionalmente se identificaron y validaron 
cuatro nuevos biomarcadores de senescencia celular en cultivo (SCIN, EDN1, AKAP9 y CXCL12), 
previamente relacionados con el control de la estabilidad genética en otros modelos celulares. 
 Proponemos los genes descritos en este trabajo como potenciales biomarcadores de senescencia 
replicativa de las hMSC en cultivo; su validación estadística permitirá  establecer si pueden convertirse 
en una alternativa a los biomarcadores de senescencia actualmente utilizados en terapia celular dentro 
del ámbito de la bioseguridad. 
 
 El trabajo experimental recopilado en esta memoria, ha dado lugar a un artículo científico y 
otro en preparación, con perspectivas a su publicación inmediata.   
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 RESUMEN 
 
 En la mayoría de salas blancas de producción celular, la expansión in vitro de las células madre 
mesenquimales humanas (hMSC) se realiza bajo tensiones de oxígeno altamente hiperóxicas (21%O2). El 
crecimiento celular en estas condiciones pro-oxidativas puede dar lugar a elevados niveles de estrés 
oxidativo e inestabilidad genética. En el presente trabajo hemos demostrado, que el mantenimiento 
celular en condiciones de oxígeno próximas a las fisiológicas (3%O2) aumenta significativamente la 
proliferación y retrasa la entrada en senescencia, reduciendo los niveles de estrés oxidativo, daño en el 
ADN, acortamiento telomérico e inestabilidad genética. Constatamos que la disminución de la tensión 
de oxígeno en el cultivo, promueve un cambio en el perfil de expresión transcripcional que 
potencialmente favorece un estado metabólico “natural”, asociado a un incremento en la actividad 
glucolítica y una disminución en la actividad mitocondrial. Planteamos que la disrupción de este balance 
metabólico natural, ocurrida al 21%O2 resulta en un aumento anormal de la producción de especies 
reactivas del oxígeno (ROS) por parte de la mitocondria, los cuales promoverán a su vez un mayor daño 
oxidativo y por tanto una mayor inestabilidad genética. Estas observaciones sugieren, que las vías de 
control bioenergético están íntimamente ligadas a la regulación de la proliferación celular e influencian 
decisivamente sobre la estabilidad genética de las hMSC. Concluimos que la expansión de hMSC para su 
uso clínico debería realizarse en condiciones de oxígeno más próximas a las fisiológicas, con el propósito 
de asegurar una mayor bioseguridad y eficiencia en la terapia. 
 
 Adicionalmente, en el presente trabajo hemos caracterizado el fenómeno de la senescencia 
celular in vitro de las hMSC derivadas de tejido adiposo, para la potencial identificación y validación de 
nuevos biomarcadores de senescencia. Hemos encontrado, que durante la senescencia de las hMSC en 
cultivo, se produce un cambio en el perfil de expresión génica que altera diversas funciones 
indispensables para la supervivencia celular, entre las que destaca principalmente la desregulación del 
control de la ploidía y en la que participan los genes SCIN, EDN1, AKAP9 y CXCL12. Comprobamos que 
durante el crecimiento celular prolongado, hay una fuerte representación de células aneuploides en el 
cultivo, la cual incrementa progresivamente con el tiempo de expansión y que favorece especialmente 
la acumulación recurrente específica para todo el cromosoma 10. Proponemos que tanto el aumento 
del contenido génico para el cromosoma 10 como la desregulación de los genes implicados en el control 
de la ploidía (SCIN, EDN1, AKAP9 y CXCL12) podrían ser atractivos biomarcadores de senescencia celular 
en cultivo que podrían ser usados como una herramienta adicional, para aumentar los controles 






 In most clean rooms of cellular production, the expansion of human mesenchymal stem cells 
(hMSC) is performed to hyperoxic levels of oxygen tensions (21%O2). The cellular growth in these pro-
oxidative conditions can lead to oxidative stress and genetic instability. Herein we demonstrate that 
culture of human mesenchymal stem cells at more physiological oxygen tension (3%O2), significantly 
promote their growth and delays the cellular senescence, reducing oxidative stress, DNA damage, 
telomere shortening and genetic instability. We found that growth at reduced oxygen tensions favors a 
“natural” metabolic state of increased glycolysis and reduced mitochondrial respiration. We further 
propose that this balance is disturbed at 21%O2, resulting in abnormally increased levels of 
mitochondrial reactive oxygen species, which promote genetic instability. These observations suggest 
that bioenergetics pathways are intertwined with the control of lifespan and decisively influence the 
genetic stability of hMSC. We therefore conclude that the expansion of hMSC for human therapy should 
be preformed at low oxygen tensions to increase biosafety and efficiency.  
 
 Additionally, in the present work we have characterized the cellular senescence phenomenon 
of the adipose tissue derived hMSC associated with long term expansion. The work has been focused on 
the identification and validation of new potential senescence biomarkers. We confirmed that during 
culture senescence there occurs a gene expression profile change that affects several essential functions 
for the cellular survival. Among these, ploidy control plays a critical role. We found that the senescence 
associated aneuploidy is linked with the deregulation of four specific genes (SCIN, EDN1, AKAP9 and 
CXCL12). We corroborate that during long-term culture there is a strong increase of aneuploidy cells, 
which progressively accumulates with the continuous expansion. Specifically,  recurrent copy number 
increase of chromosome 10 was detected in long-term culture, suggesting a clonal growth advantage for 
the stem cells that acquire such chromosoml again. Finally, we propose that both the increase in 
aneuploidy of chromosome 10 and deregulation of ploidy control genes (SCIN, EDN1, AKAP9 and 
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
 
 
aARN ácido ribonucléico amplificado; (amplified RNA)  
aCGH array de hibridación genómica comparada; (array-Comparative Genomic Hybridization) 
Akap9 proteína quinasa de anclaje A9; (A Kinase (PRKA) Anchor Protein (yotiao) 9) 
ALDOC aldolasa C, fructosa-bifosfato; (Aldolase C, Fructose-Bisphosphate) 
aprox. aproximadamente 
ARTNT receptor nuclear aryl hidrocarburo translocador; (aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator) 
ATM proteína ataxia telangiectasia mutada; (Ataxia Telangiectasia Mutated) 
ATR proteína relacionada con la proteína de la ataxia telangiectasia;(Ataxia Telangiectasia-
related protein) 
 actina beta Actina; (beta actin) 
BER reparación por excisión de bases; (Base Excision Repair) 
bHLH-PAS del ingles, basic helix-loop-helix–Per-Arnt-Sim 
BrEt bromuro de etidio; (Ethidium Bromide) 
BSA albúmina de suero bovino; (Bovine Serum Albumin) 
c-Myc proteína oncogénica viral homóloga de myelocytomatosis (v-Myc) c;  (Myelocytomatosis 
viral oncogene homolog (v-Myc) c) 
cADN ADN complementario; (complementary DNA) 
CAT catalasa; (Catalase) 
CAT comité para terapias avanzadas; (Commitee for Advanced Therapies) 
CBP proteína de unión a CREB; (CREB-binding protein) 
CDC25 proteína del ciclo de división celular 25 homologa de S. Cerevisiae; (Cell Division Cycle 25 
homolog (S. Cerevisiae)) 
CDER centro para la evaluación e investigación de medicamentos; (Center for Drug Evaluation 
and Research) 
cen centrómero; (Centromere) 
CHK1 proteína de punto de chequeo CHK1 homóloga de S. Pombe; (CHK1 checkpoint homolog 
(S.pombe)) 
CHK2 proteína de punto de chequeo CHK2 homóloga de S. Pombe; (CHK2 checkpoint homolog 
(S.pombe)) 
CNIC Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares 
CNV variación en el número de copia; (Copy Number Variation) 
CO2 dióxido de carbono; (Carbon dioxide) 
Cr cromosoma; (Chromosome) 
CREB elemento de unión de respuesta a AMPc; (cAMP response element-binding) 
CXCL12 quimioquina (C-X-C motivo) ligando 12; (chemokine (C-X-C motif) Ligand 12) 
DC divisiones celulares 
DCFDA 2',7'-diacetato de diclorodihidroflouresceina ; (2´,7´-Dichlorodihydrofluoresceindiacetate) 
DDR respuesta celular al daño en el ADN; (DNA Damage Response)  
DHE dihidroetidio; (Dihydroethidium) 
DICER endoribonucleasa de la familia RNasa tipo III; (endoribonuclease in the RNase III family) 
DMEM del inglés, Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DMSO dimetil-sulfóxido; (Dimethyl Sulfoxide) 
DNP 2,4 dinitrofenol; (2,4-Dinitrophenol) 
DNPH dinitrofenilhidrazina; (dinitrophenylhydrazine) 
dNTP desoxirribonucleótidos trifosfato; (deoxyribonucleotide triphosphate) 
DSB roturas de doble cadena; (Double Strand Breaks) 
DTT ditiotreitol; (Dithiothereitol) 
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dUTP desoxirribonucleótido uridín trifosfato; (deoxyuridine triphosphate) 
ECAR tasa de acidificación extracelular; (Extra Celular Acidification Rate) 
EDN1 endotelina 1; (Endothelin 1) 
EDTA ácido etilendiaminotetraacético; (Ethylene Diamino Tetraacetic Acid) 
EGTA ácido etilenglicoltetraacético; (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid) 
EMEA agencia europea del medicamento; (European Medicines Agency) 
EPAS proteína endotelial PAS; (endothelial PAS protein)  
ES células madre embrionarias; (Embrionic Stem Cells) 
FBS suero fetal bovino; (Fetal Bovine Serum) 
FCCP carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona; (protonophore carbonilo cynide p-
trifluoromethoxy-phenylhydrazone) 
FCS dispersión frontal; (Forward Scatter)  
FDA administración de medicación y alimentos; (Food and Drud Administrations) 
FDR razón de falsos descubrimientos; (False Discovery Rate) 
FIH factor de inhibición de HIF; (Factor Inhibiting Hypoxia)  
FISH hibridación fluorescente in situ; (Fluorescence In Situ Hybridization) 
FITC isotiocianato de fluoresceína; (Fluorescein Isothiocyanate) 
GFP proteína verde fluorescente; (Green Fluorescen Protein) 
GMP buenos procedimientos de producción; (Good Manufacture Procedures) 
GO ontología génica; (Gen Ontology) 
H2O Agua; (water) 
H2O2 peróxido de hidrógeno; (hydrogen peroxide)  
HBSS del ingles, (Hank's Buffered Salt Solution) 
HCl ácido clorhídrico; (hydrochloric acid) 
HDM2 proteína doble minuto humana; (Human Doble Minute 2 protein) 
HEPES ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfónico; (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) 
HIFα factor inducido por hipoxia, subunidad alfa; (Hypoxia Inducible Factor alpha) 
HIFβ factor inducido por hipoxia, subunidad beta; (Hypoxia Inducible Factor beta) 
HLF factor tipo HIF alfa; (HIF alpha-Like Factor) 
HPLC cromatografía líquida de alto rendimiento; (High-performance liquid chromatography).  
HR recombinación homologa; (Homologous Recombination) 
HRF factor relacionado con HIF; (HIF-related factor) 
HRP peroxidasa de rábano picante; (Horseradish peroxidase) 
HSC células madre hematopoyéticas; (Hematopoyetic Stem Cells) 
hTERT telomerasa transcriptasa humana inversa; (human Telomerase Reverse Transcriptase) 
ICM masa celular interna; (Inner Cell Mass) 
IGF2 factor de crecimiento insulínico 2 (Somatomedina A); (Insulin-like Growth Factor 2 ( 
somatomedin A)) 
IgG inmunoglobulina G; (Immunoglobulin G) 
IgM inmunoglobulina M; (Immunoglobulin M) 
iPS células madre pluripotenciales inducidas; (induced Pluripotent Stem Cells) 
KCl cloruro potásico; (Potassium chloride) 
Klf4 kruppel tipo factor 4; (Kruppel-Like Factor 4) 
Kpb kilopares de bases; (Kilo base pair) 
LDHA lactato deshidrogenasa A; (Lactate Dehydrogenase A) 
MDA malondialdehído; (Malondialdehyde) 
MDC1 proteína 1 mediadora de daño en el ADN; (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1)  
MEF fibroblasto embrionario de ratón; (Mouse Embryonic Fibroblast)  
MgCl2 cloruro de magnesio; (Magnesium chloride) 
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mIgG inmunoglobulina G de ratón; (mouse Immunoglobulin G) 
MSC células madre mesenquimales; (Mesenchymal Stem Cells) 
N2 nitrógeno; (Nitrogen) 
NaCl cloruro sódico; (Sodium chloride) 
NCBI 
centro nacional para la información biotecnológica; (National Center for Biotechnology 
Information) 
NDUFA4L2 NADH deshidrogenasa [Ubiquinona] subcomplejo 1 alfa, 4-tipo 2; (NADH Dehydrogenase 
[Ubiquinone] 1 Alpha subcomplex, 4-Like 2) 
NER reparación por excisión de nucleótidos; (Nucleotide Excision Repair) 
NHEJ unión de extremos no homólogos; (Non-homologous end Joining) 
Notch proteína Notch asociada a traslocación, homóloga de Drosophila  (Notch homolog , 
translocation-associated (Drosophila)) 
NP40 nonil fenoxipolietoxiletanol 40; (Nonyl Phenoxypolyethoxylethanol 40) 
ns no significativo 
O2 Oxígeno; (oxygen) 
O2
-
 superóxido; (Superoxide) 
OCR tasa de consumo de oxígeno; (Oxygen Consumption Rate) 
Oct3/4 factor de transcripción 3/4 de unión a octámero; (Octamer-binding transcription factor 3/4) 
ODD degradación dependiente de oxígeno; (Oxygen-dependent degradation)  
OIS senescencia inducida por oncogenes; (Oncogene-Induced Senescence) 
P14 CDKN2D (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2D); (Cdkn1a (Cyclin-Dependent 
Kinase Inhibitor 2D)) 
P16 CDKN2A (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A); (Cdkn1a (Cyclin-Dependent 
Kinase Inhibitor 2A)) 
P21 CDKN1a (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A); (Cdkn1a (Cyclin-Dependent 
Kinase Inhibitor 1A)) 
p300 proteína E1A de unión a p300; (E1A binding protein p300) 
P53 proteína supresora de tumor P53 (antígeno Li-Fraumeni); (tumor Proteín P53 (Li-Fraumeni 
Antigen)) 
Pb pares de bases; (Base Pair) 
PBS tampón salino de fosfato; (Phosphate Buffered Saline) 
PCR reacción en cadena de la polimerasa; (Polymerase Chain Reaction) 
PD duplicación de la población; (Population Doubling)  
PDH piruvato deshidrogenasa; (Pyruvate Dehydrogenase) 
PDK piruvato deshidrogenasa quinasa; (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1) 
PDK1 piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1; (Pyruvate Dehydrogenase Kinase isozyme 1) 
PE ficoeritrina; (Phycoerythrin) 
PFKB3 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3; (6-Phosphofructo-2-Kinase / Fructose-
2,6-Biphosphatase 3) 
PFKB4 6-fosfofructo-2 quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa 4; (6-Phosphofructo-2-Kinase / Fructose-
2,6-Biphosphatase 4) 
PGK1 fosfoglicerato quinasa 1; (Phosphoglycerate Kinase 1) 
PHD prolil hidroxilasas; (Prolyl hydroxylases) 
PKCδ proteína quinasa C delta; (Protein Kinase C delta) 
PNA péptido de ácido nucleico; (Peptide Nuclei Acid) 
PQ paraquat; (Paraquat) 
pVHL producto génico supresor de tumores Von Hippel-Lindau; (Von Hippel-Lindau tumor 
suppressor) 
Q-FISH hibridación fluorescente in situ cuantitativa; (Quantitative Fluorescent in situ Hybridization) 
qRT-PCR transcripción inversa de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa; (quantitative 
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 
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RdRp ARN polimerasa dependiente de ARN; (RNA-dependent RNA polymerase) 
rIgG inmunoglobulina G de rata; (rat Immunoglobulin G) 
RMRP componente de la endoribonucleasa procesadora de ARN de la mitocondria; (RNA 
component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease) 
ROS especies reactivas del oxígeno; (Reactive Oxygen Species)  
RT-PCR transcripción inversa de la reacción en cadena de la polimerasa; (Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction) 
SA-β-gal senescencia asociada a actividad beta galacosidasa; (senescence associated beta-
galactosidase) 
SC Suero de Caballo; (horse serum) 
SCNI scinderina; (Scinderin) 
SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico; (Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis) 
SEM error estándar de la media; (Standard Error of the Mean) 
SiARN ARN pequeño de interferencia; (Small interfering RNA) 
SIPS senescencia prematura inducida por estrés; (Stress-Induced Premature Senescence) 
SLC2A1 transportador de solutos 1 de la familia 2 (transportador de glucosa); (Solute Carrier family 
2 (facilitated glucose transporter), member 1) 
SOD superóxido dismutasa; (Superoxide Dismutase) 
SSB rotura de cadena sencilla; (Single-Strand Breaks)  
SSC complejidad de dispersión lateral; (Side Scatter Complexity) 
SSC buffer tampón salino de citrato sódico; (Saline-Sodium Citrate Buffer) 
SVZ zona subventricular; (Sub  Ventricular Zone) 
TA Temperatura Ambiente; (Room Temperature) 
TAD dominio de activación transcripcional C-terminal; (Transcriptional Activation Domine) 
TBA 4,6-dihidroxi-2-thiopirimidina; (4,6 dihydroxy-2-thiopirimidin) 
TBE tetraetoxipropano; (Tetraethoxypropane) 
tel telómero; (Telomere) 
TERC componente de ARN de la telomerasa; (Telomerase RNA Component) 
TERT telomerasa transcriptasa inversa; (Telomerase Reverse Transcriptase) 
TOPB1 proteína topoisomerasa 1 de unión al ADN; (Topoisomerase (DNA) II binding protein 1) 
TPI1 triosa fosfato isomerasa 1; (Triosephosphate Isomerase 1) 
TRAP protocolo de amplificación de repeticiones teloméricas; (Telomeric Repeat Amplification 
Protocol) 
U.S Estados Unidos; (United Sates) 
UV ultravioleta; (Ultraviolet) 
VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana; (human immunodeficiency virus) 
Wnt proteína de integración en MMTV perteneciente a la familia de las proteínas sin alas; 







cm2 centímetros cuadrados 
g gramo 
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oC grados Celsius 
pMol picomoles 
U unidades víricas 
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La terapia con células madre, busca restaurar funciones dañadas o perdidas de órganos y/o 
tejidos mediante el uso de células progenitoras como agentes terapéuticos, ofreciendo de este modo, 
una novedosa alternativa al uso convencional de fármacos. Estos procedimientos aportan una nueva 
herramienta para tratar patologías que a día de hoy no poseen ningún tipo tratamiento eficaz; De 
acuerdo con estimaciones recientes, en Estados Unidos más de 128 millones de personas 
(aproximadamente la mitad del país) podrían llegar a beneficiarse de este tipo de intervenciones gracias 
sus propiedades en la regeneración tisular o facilitando la tolerancia a trasplantes. En la actualidad, la 
terapia con células madre es una de las áreas de más rápido crecimiento en la medicina experimental 
moderna, de hecho, desde que se inicio del primer ensayo clínico en 1995 con células madre hasta la 
fecha, se han llevado a cabo ya más de 3870 procedimientos clínicos en todo el mundo de los cuales 
2150 han concluido, revelando resultados prometedores para la cura de diferentes patologías 
relacionadas con la degeneración tisular y complicaciones inmunológicas (datos publicados por el 
Instituto nacional de la salud de Estados Unidos (NIH, National Institute of Health) a Enero de 2012; 
http://www.clinicaltrials.gov). Estos datos muestran claramente que las aplicaciones terapéuticas de las 
células madre no son el futuro sino una realidad que ya se está empleando en la clínica. 
 
I. CÉLULAS MADRE  
 
 Las células madre se definen como un tipo de célula indiferenciada que posee la capacidad de 
autorrenovación y diferenciación a lo largo de las divisiones celulares. La capacidad de autorrenovación 
le confiere la habilidad de generar células hijas con idénticas características a las de la célula inicial 
conservando el estado indiferenciado, permitiendo su renovación periódica sin perder la funcionalidad; 
por otro lado, la capacidad de diferenciación le confiere la habilidad de generar células hijas 
comprometidas a diferentes linajes celulares con funciones y morfología especializada, facilitando la 
regeneración del tejido (Potten & Loeffler, 1990). 
  
 
1.1 Tipos y clasificación de células madre 
  
 Uno de los principales criterios para clasificar las células madre es mediante su potencial de 
diferenciación. Las células madre pueden clasificarse como células madre totipotenciales capaces de 
producir células de todos los tejidos embrionarios y extraembrionarios (trofoblasto y placenta) de un 
individuo, células madre pluripotenciales capaces de diferenciar a tejidos de cualquiera de las tres capas 
embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) exceptuando las estructuras extraembrionarias, 
células madre multipotenciales capaces de diferenciar a múltiples tipos celulares procedentes de la 
misma capa embrionaria y células madre oligopotenciales o células progenitoras específicas de linaje 
capaces de dar lugar a uno o pocos tipos celulares de un mismo tejido (revisado en  (Wagers & 
Weissman, 2004)). Dado que en la actualidad se han logrado aislar e identificar una gran variedad de 
células madre procedentes de diferentes tejidos tanto embrionarios como de origen adulto, se ha 
requerido la utilización de un sistema de clasificación más definido (revisado en (Bongso & Lee, 2005)). 
De este modo y en un intento de clasificar de una manera más detallada los distintos tipos de células 
madre actualmente conocidos, las células madre pueden subdividirse en función de su origen 
dependiendo de la capa germinal del que procedan y el tipo de tejido que las alberga (figura i1).  
 
Tradicionalmente y de forma muy generalizada, las células madre se han dividido en dos 
grandes grupos, células madre embrionarias procedentes del blastocisto embrionario con capacidad 
pluripotencial y células madre adultas o somáticas procedentes de tejidos ya desarrollados, las cuales 
por norma general presentan multipotencialidad. No obstante, recientes trabajos sugieren que algunos 
tipos de células madre adultas son capaces de diferenciar a tejidos derivados de otras capas 
embrionarias manteniendo cierto grado de “pluripotencialidad” (Herzog et al., 2003; Phinney & 
Prockop, 2007). A pesar de la existencia de éste fenómeno, que actualmente es conocido como 
transdiferenciación y que continúa siendo objeto de estudio, a día de hoy es un hecho que las células 
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madre adultas poseen un espectro más restrictivo en su capacidad de diferenciación que el que poseen 
las propias células madre embrionarias.  
 
Por otra parte, es importante mencionar la existencia de un nuevo tipo de célula madre 
pluripotencial, que se ha logrado mediante ingeniería genética induciendo desdiferenciación de células 
somáticas diferenciadas a células madre pluripotenciales (iPS, Induced pluripotent stem cells). Este 
proceso se ha desarrollado mediante la expresión ectópica de los genes Oct3/4, Nanog, Sox2,  c-Myc, 
Klf4 y lin28, en diferentes combinaciones, sobre una gran variedad de células adultas humanas, 
permitiendo la reprogramación del núcleo (Takahashi & Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). Tras este 
proceso de reprogramación, estas células son capaces de diferenciarse a tejidos de las tres capas 
germinales y aparentemente presentar características equivalentes a las de una célula madre 





Figura i1. Esquema representativo del origen y potencialidad de los diferentes tipos de células madre y sus destinos 
tisulares durante el desarrollo 
 Las células madre se clasifican en función de su origen, tejido que las alberga y potencialidad de diferenciación. El 
zigoto es la célula progenitora totipotencial por defecto, capaz de generar todos los tipos celulares del individuo; las células madre 
derivadas de la masa celular interna (ICM, Inner Cell Mass) poseen pluripotencialidad y son capaces de producir todos los tipos 
celulares provenientes de las tres capas germinales del embrión; las células madre adultas provenientes del desarrollo 
embrionario tras la gastrulación, son consideradas generalmente como multipotenciales y son capaces de diferenciar a tejidos 
pertenecientes a una misma capa embrionaria y por último, las células madre oligopotenciales, poseen un espectro mas restrictivo 
de diferenciación y sólo se diferencian a uno o pocos tipos celulares pertenecientes a un mismo tejido (modificado de 
http://stemcells.nih.gov). Abreviaturas: NSC, células madre neurales (Neural Stem Cell); MSC, células madre mesenquimales 
(Mesenchymal Stem Cell); PSC, células madre pancreáticas (Pancreatic Stem Cell). 
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1.2 Células madre Adultas  
 
 En condiciones fisiológicas, todos los tejidos del organismo mantienen una tasa de renovación 
que varía dependiendo del propio tejido. Una célula madre adulta, es una célula indiferenciada que se 
encuentra en el interior de los tejidos adultos y que posee la capacidad de autorrenovación y 
diferenciación que le permite formar nuevas células del tejido u órgano al que pertenece (Weissman, 
2000); su función principal es la de mantener la homeostasis del tejido tanto en condiciones fisiológicas 
como patológicas.  
 
 La primera evidencia de la existencia de células madre adultas progenitoras fue descrita en el 
sistema hematopoyético, gracias al desarrollo de trasplantes de médula ósea realizados en ratones 
irradiados. McCulloch y James Till demostraron que tras el trasplante medular, los ratones irradiados 
presentaban en sus bazos células con características clonogénicas procedentes de la médula ósea de los 
ratones donantes (Becker et al., 1963; Till & Mc, 1961) y que además eran capaces de reconstituir todo 
el linaje celular sanguíneo de un individuo receptor tras subsecuentes trasplantes (Siminovitch et al., 
1963), este hecho permitió describir por primera vez la existencia de células madre hematopoyéticas en 
la médula ósea adulta (HSC, Hematopoietic Stem Cells). Tras estos descubrimientos, en 1970 
Friedenstein y colaboradores describieron una línea celular progenitora no hematopoyética residente 
en el estroma de la médula ósea que era capaz de adherirse a placas de cultivo y de formar colonias. 
Esta línea celular fue inicialmente definida como unidad fibroblastoide formadora de colonias (CFU-F, 
Colony Forming Units-Fibroblastoid) que además poseía la capacidad de diferenciar a células maduras de 
linaje mesenquimático (Friedenstein et al., 1976). Este hecho, hizo que varios grupos de investigación se 
dieran a la tarea de caracterizar la población celular residente dentro de la médula ósea estableciendo 
que el estroma medular se componía de una población heterogénea de células que incluían células 
reticulares, adipocitos, osteocitos, células de músculo liso, células endoteliales y macrófagos (Owen, 
1988) en donde también se albergaban estas células “madre” (CFU-F) que parecían estar asociadas al 
tejido conjuntivo de la médula, y que eran capaces de dar origen a los distintos tipos celulares del 
estroma medular, entre ellos hueso y cartílago (Owen & Friedenstein, 1988; Piersma et al., 1983). Años 
más tarde, se denominó a estas células como células madre mesenquimales (MSC, mesenchymal stem 
cells) por su procedencia de tejido mesodérmico estromático (Caplan, 1991) y se estableció su 
capacidad de diferenciación a tejidos como condrocitos, osteocitos, adipocitos o miocitos confirmado de 
este modo su multipotencialidad (Pittenger et al., 1999; Prockop, 1997). 
  
 Actualmente, el concepto de células madre se ha ido extendiendo a muchos tejidos, cambiando 
por completo la visión clásica del mantenimiento de la homeostasis celular de los órganos que se 
restringía a un número constante y limitado de células sin capacidad de renovación tisular. Se han 
descrito poblaciones de células madre adultas en un gran número de tejidos procedentes de las 
distintas capas embrionarias, pudiéndose aislar de tejido hematopoyético (Till & Mc, 1961), neural 
(Doetsch et al., 1999), músculo esquelético (Qu-Petersen et al., 2002; Seale & Rudnicki, 2000), epidermis 
(Janes et al., 2002), músculo cardiaco (Beltrami et al., 2003), páncreas (Puglisi et al., 2008), intestino 
(Marshman et al., 2002), hígado (Strain & Crosby, 2000), córnea (Ahmad et al., 2000) o placenta (Yen et 
al., 2005) entre muchos otros. Todas estas evidencias, sugieren que probablemente la mayoría de los 
órganos y tejidos del cuerpo disponen de una población minoritaria de células madre que les confiere la 
capacidad de renovar y mantener el tejido que permite contrarrestar los efectos deletéreos generados 




1.2.1 Células madre Mesenquimales Humanas (hMSC) 
 
 Las células madre mesenquimales humanas (hMSC, human Mesenchymal Stem Cells), también 
conocidas como células madre estromales o células madre multipotenciales, se definen como un tipo de 
célula madre adulta que procede del mesodermo embrionario y que es capaz de diferenciar a todos los 
tejidos mesenquimáticos no hematopoyéticos de un organismo (Bianco et al., 2008; Salem & 
Thiemermann). Se cree que están localizadas en el tejido estromático o conectivo que soporta los 
órganos que las albergan y que están principalmente asociadas a los nichos perivasculares (Crisan et al., 
2008; Kuhn & Tuan; Shi & Gronthos, 2003; Zannettino et al., 2008). 
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 Estas células representan una población de células madre “multipotentes” de origen 
mesodérmico con morfología fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes celulares. Las hMSC 
residen principalmente en la médula ósea adulta (Prockop, 1997) aunque diversos hallazgos han 
demostrado también su presencia en otros tipos de tejidos tanto adultos como fetales lográndose aislar 
y caracterizar de tejidos tan diferentes como músculo esquelético (Williams et al., 1999), tejido adiposo 
(Zuk et al., 2002), hueso compacto (Guo et al., 2006), periostio (De Bari et al., 2001a; De Bari et al., 
2006; Nakahara et al., 1991), cartílago articular (Dowthwaite et al., 2004), sangre periférica (Zvaifler et 
al., 2000), sangre de cordón umbilical (Erices et al., 2000; Sarugaser et al., 2005), líquido amniótico (In 't 
Anker et al., 2003), membrana sinovial (De Bari et al., 2001b; De Bari et al., 2003), liquido sinovial (Jones 
et al., 2004), tejido fetal (Campagnoli et al., 2001), pupa dental (Gronthos et al., 2000), tejido pulmonar 
(Sabatini et al., 2005) o placenta (Miao et al., 2006).  A pesar de la generalizada presencia en un gran 
número de tejidos, hoy en día en lo que respecta a la terapia celular, las células madre mesenquimales 
mejor caracterizadas y más utilizadas en la regeneración de tejidos, son las células madre 
mesenquimales derivadas de médula ósea, cordón umbilical y tejido adiposo debido en escencia a su 
elevada facilidad de extracción y aislamiento (Bieback et al., 2008; Kern et al., 2006). 
 
 Las hMSC poseen un alto potencial de proliferación, autorrenovación y diferenciación que las 
convierte en una atractiva herramienta para la terapia celular e ingeniería tisular. El carácter 
multipotente de estas células está marcado principalmente por la capacidad de diferenciación hacia al 
menos tres linajes celulares de origen mesodérmico: linaje óseo, adiposo y condrocítico mediante el uso 
de protocolos específicos de diferenciación que utilizan una combinación de factores de crecimiento y 
citoquinas suplementadas en el medio (Bianco et al., 2001; Pittenger et al., 1999; Prockop, 1997). Sin 
embargo, cada vez parece más evidente que estas hMSC derivadas de múltiples órganos, no son sólo 
capaces de generar células maduras de estos tres linajes celulares, sino que también son capaces de 
diferenciar a otros tejidos de origen mesodérmico como músculo cardiaco (Behfar & Terzic, 2006; Toma 
et al., 2002) o incluso, no mesodérmico (Jiang et al., 2002; Lange et al., 2005) como es el caso de  la 
diferenciación de las hMSC derivadas de médula ósea a tejido hepático (Luk et al., 2005) y neural 
(Dezawa et al., 2004; Hermann et al., 2004; Jori et al., 2005; Woodbury et al., 2000).  Por esta razón, 
muchos investigadores han comenzado a utilizar el término “pluripotencial” para definir la capacidad de 
diferenciación de las hMSC.  
  
 
1.3 Caracterización de las hMSC 
 
 A día de hoy, no se cuenta con una técnica estandarizada para la obtención de hMSC de los 
diferentes tejidos ni con una nomenclatura aceptada universalmente para su definición (Bianco et al., 
2008); tampoco se ha identificado una única molécula específica que permita obtener y distinguir de 
manera selectiva las hMSC de los distintos tipos celulares que forman parte de los tejidos que las 
albergan (revisado en (Bianco et al., 2008)). A pesar de estas dificultades en el aislamiento y definición, 
en la actualidad se han llegado a identificar una batería de antígenos que se expresan de manera 
preferencial aunque no exclusiva en todas las células madre mesenquimales, lo que ha permitido que se 
utilicen anticuerpos monoclonales para el aislamiento e identificación de las hMSC.  
 
 Según los criterios propuestos por la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT, 
Internacional Society for Celular Therapy), las hMSC están principalmente definidas por su capacidad 
de adherencia al plástico en cultivo, por el inmunofenotipo de expresión de marcadores presentes en la 
superficie de la membrana y por la capacidad multipotente (o pluripotente) de diferenciación in vitro 
(revisado en (Dominici et al., 2006)). El criterio mínimo de expresión de marcadores en humanos 
definido por la ISCT fue determinado por la presencia de tres antígenos de superficie en la membrana 
CD105, CD73 y CD90 y por la expresión muy reducida o nula de los marcadores de membrana 
específicos de células de origen hematopoyético CD14 o CD11b, CD34, CD45, CD79 o CD19 y HLDA-DR. 
Además del fenotipo inmune propuesto por la ISCT, otros autores han añadido nuevos antígenos de 
superficie útiles para la detección de hMSC como stro1 (Simmons & Torok-Storb, 1991), CD44, CD166, 
CD13, CD106, CD29, y otros marcadores de selección negativa de origen hematopoyético o endotelial 
como CD31, CD117, CD56, CD68, CD133 y CD43 (Augello et al., 2010; Kolf et al., 2007; Salem & 
Thiemermann, 2010). 
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 Aunque todas las hMSC procedentes de las distintas fuentes ostentan las características 
anteriormente descritas, hay que destacar que muchas de ellas presentan cierta heterogeneidad. 
Estudios comparativos entre las principales fuentes de obtención de hMSC procedentes de médula 
ósea, tejido adiposo y cordón umbilical aparentemente muestran equivalencia respecto a su morfología 
y fenotipo inmune, pero sin embargo, mantienen diferencias en lo que respecta a la tasa de éxito de 
aislamiento, formación de colonias y capacidad de diferenciación (Baksh et al., 2007; Izadpanah et al., 
2006; Kern et al., 2006; Wagner et al., 2005). Algunos autores postulan, que las diferencias observadas 
pueden ser producto de la diversidad celular encontrada en la fracción de aislamiento inicial, debida a la 
existencia de diferentes poblaciones clonales de hMSC en el estracto de partida (Phinney & Prockop, 
2007) o bien al efecto aleatorio que ejerce la manipulación celular ex vivo sobre las hMSC y que podría 
influír sobre las propiedades de proliferación, autorrenovación y diferenciación (Bonab et al., 2006; Bork 
et al.; Jones et al., 2002). Por un lado, todos estos factores aumentan la complejidad para definir, 
caracterizar y manipular las hMSC in vitro, limitando a su vez la estandarización de estrategias para el 
desarrollo de la terapia celular; sin embargo, parece ser que ninguna de estas diferencias afecta las 
características biológicas básicas o las propiedades regenerativas globales de las hMSC (Bieback et al., 
2008), las cuales son avaladas por los numerosos ensayos preclínicos y clínicos realizados hasta la fecha 




II. Expansión celular in vitro  
 
 Si bien las hMSC pueden ser extraídas de diferentes tejidos, la frecuencia de estas en el 
organismo adulto suele ser escasa. Debido a que en la mayoría de protocolos de terapia celular se usan 
entre 10 – 400 millones de hMSC totales dependiendo del tipo de tratamiento (www.cliniclatrials.gov), 
es necesario expandirlas previamente in vitro durante un periodo de  8 a 12 semanas antes de proceder 
a su implantación (figura i2). La capacidad de expansión in vitro depende principalmente del fondo 
genético del donante, la edad del donador y del tejido del que procedan (Wagner et al., 2009; Wagner 
et al., 2008). Sin embargo, durante este periodo de manipulación, las hMSC pueden verse afectadas 
también por los efectos negativos inherentes al estrés generado por el aislamiento y el propio cultivo 
(Carrancio et al., 2008; Duggal & Brinchmann; Mannello & Tonti, 2007; Sotiropoulou et al., 2006). No 
obstante, además de estos factores que alteran el crecimiento celular in vitro, existe también un 
mecanismo celular innato que impide la replicación celular por largos periodos de tiempo en 
condiciones estándar de cultivo. A este límite de la proliferación celular que afecta de manera 
indiscriminada a la mayoría de tipos celulares humanos primarios adultos incluidas las hMSC, se le ha 
denominado senescencia replicativa o “límite de Hayflick”, en consideración a su descubridor (Hayflick 
& Moorhead, 1961).   
 
 
2.1 La senescencia replicativa 
 
 Las hMSC presentan un límite de divisiones celulares que impide su crecimiento indefinido en 
condiciones estándar de cultivo. Este límite de proliferación que sufren todos los cultivos de células 
primarias fue inicialmente descrito por Leonard Hayflick en 1960 al que se le denominó “límite de 
Hayflick” o senescencia replicativa. Este fenómeno, se caracteriza por generar alteraciones en las células 
que provocan un considerado aumento en la talla celular (Bayreuther et al., 1988), resistencia a 
apoptosis (Wang, 1995) e incapacidad para realizar divisiones celulares futuras de modo permanente 
pero conservando su actividad metabólica (Hayflick & Moorhead, 1961). Además de estos cambios 
morfológicos, bioquímicos y funcionales derivados de la senescencia replicativa, se han sugerido una 
gran variedad de biomarcadores para la identificación de las células senescentes en cultivo. Uno de los 
biomarcadores más generalizado y mejor caracterizado, es el relacionado con la actividad anormal de la 
enzima lisosomal β-galactosidasa (SA--gal), la cual normalmente es detectada a pH 4 pero en células 
senescentes puede ser detectada a pH 6 (Dimri et al., 1995). Aunque no se conocen con exactitud los 
mecanismos subyacentes a este fenómeno, se ha propuesto que esta actividad enzimática particular 
deriva de un aumento en el contenido y masa lisosomal ocurrida durante la senescencia y que permite 
la detección de la actividad a un pH subóptimo (Kurz et al., 2000; Lee et al., 2006).  
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Figura i2. Protocolo estandarizado de terapia celular 
 El tratamiento autólogo con hMSC desarrollado actualmente en clínica, se realiza principalmente mediante el uso de 
hMSC procedentes de médula ósea, cordón umbilical o tejido adiposo. El esquema terapéutico consiste en un primer paso de 
extracción y aislamiento; un segundo paso de identificación, expansión y validación; y un tercer paso de reimplantación. Durante 
el periodo de expansión es necesario realizar exhaustivos controles de calidad y de bioseguridad que permitan validar el cultivo, 
mediante la utilización de controles serológicos, cariotipado o presencia de patógenos, entre otros; este periodo de expansión 
puede durar de 8 a 12 semanas dependiendo del número total de células a implantar y del tamaño del explante original. 
Abreviaturas: hMSC: Células madre mesenquimales humanas (human Mesenchymal Stem Cells). 
 
 
Una vez las células primarias son puestas en cultivo y estas comienzan a dividirse, el fenómeno 
de Hayflick o proceso de senescencia replicativa inicia, promoviendo la reducción gradual del potencial 
de proliferación y disminuyendo la capacidad de diferenciación (si son células madre adultas) hasta 
inhabilitar sus propiedades terapéuticas (Banfi et al., 2000; Bonab et al., 2006; Wagner et al., 2008). Así 
por ejemplo, en condiciones estándar de cultivo los fibroblastos humanos pueden alcanzar un máximo 
de 50-70 divisiones celulares (Hayflick & Moorhead, 1961), mientras que las hMSC sólo logran dividirse 
entre 20-50 divisiones antes de comenzar a perder su potencial de proliferación y capacidad de 
diferenciación (Banfi et al., 2000; Bonab et al., 2006; Bruder et al., 1997; Stenderup et al., 2003; Wagner 
et al., 2008). 
 
 Si bien existe homología entre las MSC procedentes de distintas especies de mamíferos, cuando 
estas son puestas en cultivo exhiben diferencias en cuanto a su estabilidad genética y capacidad de 
proliferación. Por ejemplo, se ha demostrado que los cultivos celulares prolongados de MSC murinas 
además de poseer un alta capacidad proliferativa adquieren una gran cantidad de aberraciones 
cromosómicas, que las hace susceptibles de sufrir transformación espontánea en cultivo. Esta 
trasformación espontánea, generalmente esta  asociada  a la adquisición de una incrementada actividad 
telomerasa, sobreexpresión del oncogén c-Myc y perdida de expresión de los genes supresores de 
tumores Tp53 y Ink4a (Li et al., 2007; Miura et al., 2006). Por el contrario, las MSC de origen humano 
(hMSC; human Mesenchymal Stem Cells) suelen ser más estables cromosómicamente y aún no se ha 
demostrado fehacientemente que sufran procesos similares de transformación tras tiempos 
prolongados de cultivo (Bernardo et al., 2007; Garcia et al., 2010; Izadpanah et al., 2008; Torsvik et al., 
2010).  
 
 Las células tumorales o células transformadas, presentan alteraciones en la expresión de genes 
supresores de tumores o protooncogenes y mecanismos de mantenimiento de la longitud del telómero, 
que les confiere la habilidad de sobrepasar el límite de divisiones celulares impuesto por la senescencia 
replicativa (Hahn & Weinberg, 2002). Esta evidencia, pone de manifiesto que los mecanismos 
subyacentes a la senescencia celular están estrechamente ligados con los procesos involucrados en la 
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protección de las células frente a la transformación neoplásica; y bajo esta óptica se puede considerar a 
la senescencia replicativa como un proceso supresor de tumores, potencialmente implicado en el 
envejecimiento de los organismos (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007; Collado et al.; Serrano, 2007).   
 
 A día de hoy, se considera que el fenómeno de la senescencia celular en cultivo puede 
desencadenarse mediante dos vías estrechamente ligadas entre si. Una dependiente de factores 
extrínsecos a la célula que deriva esencialmente del estrés que las células experimentan cuando son 
expandidas in vitro (“estrés del cultivo”) y otra mediada por factores intrínsecos que depende de un 
proceso genéticamente programado (“reloj mitótico”) (Sherr & DePinho, 2000). Aunque las causas 
moleculares por las cuales estas dos vías rigen el fenómeno de la senescencia no están totalmente 
identificadas, hoy en día se pueden atribuir al menos a tres mecanismos de respuesta celular 
fundamentales: i) acumulación de daño en el ADN ii) acortamiento telomérico y/o iii) sobreexpresión 
del locus INK4A-ARF (revisado en (Collado et al., 2007)). Es importante reseñar que a pesar de la 
existencia de tres mecanismos principales de inducción de la senescencia celular, todos ellos presentan 
una relación con el estrés oxidativo y además generan un único tipo de respuesta que converge en la 
activación de las rutas de las proteínas supresoras de tumores P53 y la proteína del retinoblastoma (RB, 
Retinoblastoma protein); proteínas que constituyen una herramienta imprescindible para evitar la 
tumorogénesis mediante el desencadenamiento de la senescencia celular o apoptosis (revisado en (Ben-
Porath & Weinberg, 2005)) (figura i3). 
 
 Dada la importancia del estrés oxidativo en la activación de la senescencia celular y de cómo 
esta impera sobre el proceso de expansión de las hMSC en cultivo; es de gran relevancia estudiar como 
las condiciones de cultivo alteran los niveles de estrés oxidativo en el medio y modulan la respuesta 
celular encargada de desencadenar la senescencia. Esto no sólo permitirá comprender mejor los 
mecanismos moleculares que median las respuesta al estrés y de como estos desencadenan la 
senescencia, sino también conocer las condiciones de cultivo idóneas que permitan realizar un proceso 





Figura i3. Mecanismos de inducción de senescencia celular en cultivo 
 Descripción de los tres mecanismos principales implicados en la inducción de la senescencia celular en cultivo. El 
acortamiento telomérico, la acumulación de daño en el ADN y la desrepresión del locus INK4A/ARF, los cuales convergen en las 
dos principales rutas desencadenantes de la senescencia celular o apoptosis; la de las proteínas supresoras de tumores P53 y del 
retinoblastoma (RB) (Modificado de (Collado et al 2007)).  Las condiciones de cultivo y el estrés oxidativo derivado de él, influyen 
sobre el desencadenamiento de estos tres mecanismos. Abreviaturas: DDR, respuesta de daño al ADN (DNA Damage Response). 
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2.2 El Estrés oxidativo en cultivo 
 
 El estrés oxidativo en la célula se produce por un desequilibrio entre la producción de especies 
reactivas del oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species) y la capacidad del sistema para detoxificarlos o 
reparar el daño resultante (revisado en (Griendling & FitzGerald, 2003)). Bajo la denominación de ROS 
se incluyen varias especies derivadas de la reducción del oxígeno molecular (O2) fundamentalmente el 
anión superóxido (O2
-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH
-) todos ellos altamente 
reactivos y con capacidad de provocar daño en la célula. Estas especies reactivas, pueden generarse de 
manera natural exhibiendo una relevante función en la biología celular o por inducción de agentes 
oxidantes en el medio (revisado en (Devasagayam et al., 2004)).  
 
 En condiciones fisiológicas o normales para la célula, continuamente se producen especies 
reactivas del oxígeno que son inactivadas o eliminadas mediante mecanismos enzimáticos de protección 
celular (antioxidantes naturales) (revisado en (Sies, 1997)). La formación de ROS, se produce en 
múltiples compartimentos celulares como consecuencia de la acción de una gran variedad de enzimas. 
Dichas enzimas, participan en diversos procesos necesarios para la función celular, como la beta 
oxidación de ácidos grasos en los peroxisomas, la inactivación de compuestos xenobióticos por las 
enzimas citocromo p450 en el retículo endoplásmico, el metabolismo de las purinas por la xantina 
oxidasa en el citoplasma, la defensa antimicrobiana por acción de la NADPH oxidasa en células 
fagocíticas del sistema inmune y/o por el transporte de electrones en la cadena de transporte 
electrónico mitocondrial (ETC, Electron Transport Chain) (Beckman & Ames, 1998). Dado que en 
condiciones normales para la mayoría de tipos celulares como es el caso de las células madre, la fuente 
primaria de ROS es la ETC (revisado en (Balaban et al., 2005)), consideramos relevante centrar nuestra 
atención en las especies reactivas del oxígeno procedentes del metabolismo de la mitocondria.  
 
 
2.2.1 Producción de ROS por la cadena transportadora de electrones mitocondrial 
 
 Una consecuencia inevitable del metabolismo del oxígeno, necesario para la generación de ATP 
y por lo tanto para la supervivencia celular, es la producción de ROS (Saraste, 1999). Este proceso tiene 
lugar mediante el transporte de electrones desde el NADH o el FADH2 al oxígeno molecular a través de 
una serie de transportadores situados en la membrana mitocondrial interna que constituyen la cadena 
de transporte electrónico mitocondrial (ETC, Electron Transport Chain). En distintos puntos de la ETC, 
electrones derivados del NADH o FADH2 pueden reaccionar directamente con el oxígeno molecular 
generando el anión superóxido (O2
-). La generación de O2
- en la ETC se localiza fundamentalmente a 
nivel de los complejos I (Kushnareva et al., 2002) y III (Chen et al., 2003)  aunque, algunos autores 
sugieren también la participación del complejo II (Turrens, 2003). Los complejos I y II generan 
superóxido en la matriz mitocondrial, mientras que el complejo III posee la habilidad de generarlos en la 
matriz y el espacio intermembrana mitocondrial (Chandel & Budinger, 2007) (figura i4). Con intención 
de detoxificar la célula, el radical libre (O2
-) producido durante el flujo de electrones en la ETC se 
convertirá en peróxido de hidrógeno (H2O2) por acción de las enzimas superóxido dismutasas (SOD1, 2 y 
3, Superoxide Dismutase) y en presencia de metales de transición reducidos, vía reacción de Fenton 
podrá convertirse en anión hidroxilo (OH-), un potente oxidante (Giulivi et al., 1995) o ser metabolizado 
en agua por las enzimas catalasa (CAT, Catalase), glutation peroxidasas, y/o peroxiredoxinas entre otras. 
Por otro lado, las especies reactivas del oxígeno generados durante el metabolismo (particularmente el 
O2
-
), pueden reaccionar con el óxido nítrico dando lugar a las especies reactivas de nitrógeno (RNS, 
Reactive Nitrogen Species) que son potencialmente perjudiciales para la célula pero que poseen una 
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Figura i4. Representación esquemática de la cadena de transporte eléctrico mitocondrial  
 Representación del flujo de electrones (flechas negras tenues) a lo largo de todos los complejos que conforman la 
cadena de transporte electrónico mitocondrial (CTE). La energía obtenida a través de la transferecnia de electrones a lo larg o de la 
CTE es usada para bombear protones (flechas negras gruesas) desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, creando el 
gradiente electroquímico de protones que permirá la posterior formación de ATP. Los electrones son cedidos por el NADH y/o el  
FADH2  y se dirijen hasta el aceptor final el oxígeno molecular. Se señalan los principales puntos de producción de aniones 
superóxido (O2
-
); los complejos I y II liberan el radical superóxido al interior de la matriz mitocondrial y el complejo III promueve su 
liberación en el espacio intermembrana y en la matriz de la mitocondria (modificado de (Klimova & Chandel, 2008)). Abreviaturas: 
CoQ, coenzima Q; C, citocromo C. 
 
 La producción neta de ROS en una célula es extremadamente variable, siendo sensible al 
potencial eléctrico de membrana mitocondrial, al estado redox de los complejos transportadores de la 
ETC, a la tensión de oxígeno o a la presencia de moléculas antioxidantes en el medio, entre otros. 
Tradicionalmente, llevando a cabo experimentos de aislamiento mitocondrial se ha estimado que entre 
un 0,4-4% del oxígeno total consumido durante la respiración mitocondrial se convierte en radical O2
- 
(Boveris, 1984; Turrens & Boveris, 1980). No obstante, trabajos recientes realizados en condiciones más 
rigurosas concluyen que el valor basal de producción de ROS puede ser significativamente menor, 
situándolo en un valor cercano al 0,2% (St-Pierre et al., 2002; Staniek & Nohl, 2000). Al margen del valor 
basal de producción de ROS, se sigue considerando a la mitocondria como la fuente principal de 
producción estos radicales libres (revisado en (Balaban et al., 2005)).  
 
 La presencia de elevados niveles de ROS en la célula es perjudicial para el mantenimiento de la 
homeostasis celular. Las especies reactivas del oxígeno, pueden dañar directamente diversas moléculas 
orgánicas, produciendo modificaciones químicas en el ADN (Bohr, 2002), inactivando proteínas celulares 
mediante oxidación de aminoácidos (Hainaut & Mann, 2001; Wu et al., 1996) o induciendo peroxidación 
de ácidos grasos afectando a los fosfolípidos de membrana (Marnett et al., 1985). El daño oxidativo 
generado por estas especies en el ADN es considerado como uno de los efectos más nocivos para la 
célula, ya que pueden producir cambios irreversibles en el genoma, alterando la expresión de genes 
supresores de tumores o protooncogenes promoviendo efectos tumorogénicos o incapacitando la 
funcionalidad celular (Wiseman & Halliwell, 1996). 
 
 Se sabe que las especies reactivas del oxígeno pueden inducir al menos una veintena de 
modificaciones químicas sobre la estructura del ADN, entre las cuales se encuentran roturas de hebra, 
modificaciones de los azúcares, oxidaciones de las cuatro bases nitrogenadas o generación de sitios 





 mutaciones en el ADN por célula y día (Beckman & Ames, 1997). Este daño en el ADN 
posee además un claro carácter clastogénico llegando a generar diversas alteraciones cromosómicas 
estructurales como deleciones, inserciones o translocaciones que amplían el espectro tóxico para la 
célula (Beckman & Ames, 1997, 1998). Todo el daño genotóxico originado por estas especies, activará 
en la célula una respuesta de reparación para intentar solventar el daño generado; si éste no es 
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2.2.2 Senescencia prematura inducida por estrés 
   
 Desde los primeros trabajos de Ross Harrison en 1907 en los que se desarrollaron los primeros 
cultivos de células, se le ha prestado una fuerte atención a las condiciones necesarias para mantener 
cultivos celulares in vitro mediante el control en el balance de nutrientes, factores de crecimiento y pH, 
procurando que fuesen condiciones semejantes a las encontradas en los nichos naturales de las células 
(Carrel, 1912). Sin embargo, en la actualidad el uso de hMSC en clínica se lleva a través de técnicas de 
aislamiento y cultivo que no son completamente idóneas para la expansión celular in vitro (Carrancio et 
al., 2008; Duggal & Brinchmann; Mannello & Tonti, 2007; Sotiropoulou et al., 2006). De hecho, se ha 
demostrado que dichas prácticas se desarrollan en un ambiente altamente oxidante y citotóxico debido 
a la presencia de concentraciones subóptimas de suero, glucosa o tensión de oxígeno entre muchas 
otras, que son perjudiciales para la célula y comprometen la viabilidad e integridad genética (Duggal & 
Brinchmann; Loo et al., 1987; Mannello & Tonti, 2007; Miura et al., 2006; Ramirez et al., 2001; Sherr & 
DePinho, 2000; Woo & Poon, 2004). 
 
 El estrés en cultivo es capaz de inducir senescencia prematura antes de que el reloj mitótico 
celular afecte el potencial proliferativo de las células. Esto se ha evidenciado por ejemplo, en cultivos de 
fibroblastos embrionarios de ratón (MEF, Mouse Emrbionic Fibroblast), los cuales a pesar de presentar 
una alta actividad telomerasa y telómeros sustancialmente largos, padecen una acelerada aparición del 
fenómeno de la senescencia tras haber sufrido un corto periodo de tiempo en cultivo (Serrano et al., 
1993; Serrano et al., 1996). La forma en que el estrés subcitotóxico puede acelerar la aparición del 
fenotipo senescente ha sido considerada como una forma de senescencia celular que se conoce 
actualmente como senescencia prematura inducida por estrés (SIPS, Stress-Induced Senescence) (Brack 
et al., 2000; Ramirez et al., 2001; Serrano & Blasco, 2001). Esta consideración se ha establecido, debido 
a que la SIPS es capaz de inducir las características propias de la senescencia replicativa en la célula 
(tradicionalmente restringida al acortamiento telomérico) tales como el aumento de la actividad SA--
gal, carencia de capacidad de síntesis de ADN en presencia de factores de crecimiento y presencia de 
incrementados niveles de P21,P53 y/o RB, entre otros (revisado en (Kuilman et al., 2010)) (figura i5).  
 
 Dependiendo del grado de estrés, las células responderán de una u otra forma. Una elevada 
dosis de estrés citotóxico producirá en la célula fuertes cambios bioquímicos y estructurales que 
desencadenarán directamente en una muerte celular por necrosis, pero si el nivel de daño es 
moderado, la célula activará vías de señalización de protección que conducirán a la senescencia celular o 
muerte celular programada (apoptosis) (revisado en (Toussaint et al., 2002)). Un variado número de 
agentes estresantes se han postulado como inductores de SIPS, entre los cuales destacan diferentes 
recursos de estrés oxidativo (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007; Toussaint et al., 2002), sobreexpresión 
de oncogenes (Serrano et al., 1997; Zhu et al., 1998), activación de señales mitogénicas (Dimri et al., 
2000) o varios tratamientos que afectan el remodelado de la cromatina (Jacobs et al., 1999; Ogryzko et 
al., 1996). Una variedad de estos factores inductores de senescencia, en esencia aquellos relacionados 
con los recursos de estrés oxidativo e inducción mitogénica, están presentes en las condiciones estándar 
de cultivo que se utilizan para la expansión de la mayoría de células primarias (Shay & Wright, 2007; 
Sherr & DePinho, 2000) incluidas las propias hMSC. Es de señalar que el estrés oxidativo juega un papel 
crucial en la inducción de SIPS. Diversos ensayos han demostrado que mediante el uso de diferentes 
tipos de antioxidantes en condiciones estándar de cultivo, se puede retrasar significativamente la 
senescencia celular y potenciar la capacidad endógena de proliferación celular (Atamna et al., 2000; 
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Figura i5.  Senescencia celular en cultivo 
 Las células somáticas humanas, entran en un estado de parada del ciclo celular irreversible después de que alcanzan un 
número finito de divisiones celulares en cultivo, el cual es causado esencialmente por el acortamiento telomérico. La activación de 
la telomerasa y el mantenimiento de una longitud telomérica constante son características típicas de células madre embrionari as, 
germinales o células tumorales las cuales pueden proliferar indefinidamente en cultivo. Se ha demostrado, que la senescencia 
celular puede ser también inducida prematuramente por diversos tipos de estrés como estímulos oncogénicos, estrés oxidativo y  
daño en el ADN, antes de llegar al límite de proliferación celular innato. Este tipo de senescencia celular es denominado 
“senescencia prematura inducida por estrés” (SIPS) y presenta las características clásicas de la senescencia replicativa, generando 
células con un fenotipo alargado, elevada actividad -galactosidasa y poseer focos de heterocromatina, entre otros (Adaptado de 
(Ohtani et al., 2009)) 
 
 
2.3 Mecanismos de inducción de la senescencia celular en cultivo 
 
 Tres mecanismos esenciales de respuesta celular son los encargados de desencadenar la 
senescencia en cultivo, siendo todos ellos susceptibles de sufrir alteración por parte de estímulos 
exógenos como las condiciones de cultivo o el estrés oxidativo que deriva de él. A continuación, nos 
centraremos en el estudio de estos mecanismos y su relación con las condiciones de expansión in vitro. 
 
 
2.3.1  Senescencia inducida por daño en el ADN  
 
 Es un hecho que el daño en el ADN contribuye al envejecimiento celular (Gensler & Bernstein, 
1981; Hoeijmakers, 2009). El daño severo al ADN que ocurre en cualquier punto del genoma gracias a la 
acción de diferentes tipos de estrés genotóxico como la radiación ionizante (rayos  o ), agentes 
químicos, nucleasas celulares o metabolismo celular puede llegar a generar oxidación de bases y/o 
roturas de una sola (SSB, Single Strand Breaks) o doble hebra (DSB, Double Strand Breaks) (Di Leonardo 
et al., 1994; Hoeijmakers, 2009). Este tipo de daño podría alterar la integridad del genoma y por tanto 
comprometer la viabilidad de la célula, por esta razón la célula posee mecanismos de defensa que 
posibilitan la reparación de dicho daño cuando se produce algún tipo de rotura (SSB y/o DSB). Este 
mecanismo de protección es comúnmente denominado como “respuesta a daño en el ADN” (DDR, 
ADN Damage Response). 
  
 La función del DRR consiste en retrasar la progresión del ciclo celular para que los sistemas de 
reparación de la célula corrijan el ADN dañado y esta pueda continuar con la división sin presentar 
alteraciones en el genoma incompatibles con la viabilidad celular; no obstante si el daño persiste o es 
excesivamente elevado, las células entran en parada del ciclo celular de forma permanente (senescencia 
celular) o  apoptosis (Di Leonardo et al., 1994). Existen cuatro mecanismos principales de reparación de 
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roturas en el ADN que son: el sistema de reparación por escisión nucleotídica (NER, Nucleotid Excision 
Repair), el sistema de reparación por escisión de bases (BER, Base Excision Repair), el sistema de 
recombinación homóloga (HR, Homologous Recombination) y el sistema de unión de extremos no 
homólogos (NHEJ, Non-Homologous End Joining) (Lindahl & Wood, 1999), todos ellos encargados de 
mantener la integridad del genoma durante la progresión natural del ciclo celular o en situaciones de 
estrés. NER y BER reparan principalmente lesiones de una sola hebra, mientras que HR y NHEJ reparan 
lesiones de doble hebra. 
 
 
2.3.1.1 Mecanismo de respuesta a daño en el ADN 
 
 En esencia, la respuesta DDR se basa en la “detección” de las SSB y/o DSB por complejos 
proteicos especializados que reclutan y activan dos proteínas quinasas (ATM, Ataxia-telangiectasia 
mutated y ATR, Ataxia-telangiectasia Rad3-related) en el sitio de la lesión (Goodarzi et al., 2003; Shiloh, 
2003).  La incorporación de cualquiera de estas dos quinasas al sitio de daño, provoca una fosforilación 
local de la histona H2AX (H2AX)(Burma et al., 2001; Ward & Chen, 2001) que inicia un sistema de 
retroalimentación positiva ayudado por proteínas mediadoras (MDC1, 53BP1, TOPB1 y Claspina, entre 
otras) que facilitarán una mayor incorporación de  ATM/ATR al sitio de la lesión incrementando a su vez 
la actividad local de estas quinasas, traduciéndose en una mayor propagación de la fosforilación de 
H2AX a lo largo de cientos de kilobases de cromatina adyacente al sitio de daño (Fernandez-Capetillo et 
al., 2003). Cuando se produce un incremento suficiente de la actividad ATM/ATR, estas proteínas 
fosforilarán y activarán otras quinasas con capacidad de difundir por el núcleo (CHK1 y CHK2), las cuales 
permitirán la inactivación de la fosfatasa CDC25 (esencial para la progresión del ciclo) (Mailand et al., 
2000) o la estabilización y acumulación de P53 en el núcleo. Esta estabilización permitirá la expresión de 
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas como P21 lo cual resultará finalmente en la parada del 
ciclo celular (Di Leonardo et al., 1994). Cabe destacar que varias de estas proteínas colocalizan con el 
daño en el ADN a modo de focos pudiendo ser detectadas en células senescentes y en algunos casos 
coincidir con las estructuras teloméricas (d'Adda di Fagagna et al., 2003; Herbig et al., 2004; Takai et al., 
2003). Una vez la lesión es reparada, los focos del DDR son desensamblados por la desfosforilación de 
H2AX a través de fosfatasas específicas y toda una maquinaria encargada del remodelado de la 
cromatina (revisado en (Downey & Durocher, 2006)).  
 
 La severidad del daño es un importante factor en la respuesta, por lo que se ha postulado la 
existencia de dos niveles de respuesta DDR, transitoria o permanente, que conducirían a parada de ciclo 
celular o apoptosis, respectivamente (Campisi, 2003; Finkel et al., 2007). Es importante recordar que la 
senescencia y la apoptosis constituyen mecanismos antitumorales de gran importancia para evitar la 
transformación celular (Collado & Serrano, 2010). Si estas células no son eficientemente reparadas y 
adquieren mutaciones en los genes reguladores del ciclo, podrían ser incapaces de responder al daño y 
sufrir una replicación celular continuada favoreciendo la transformación neoplásica o malignización. 
 
 
2.3.2 Senescencia inducida por acortamiento telomérico 
 
 En mamíferos, el acortamiento de longitud telomérica ha demostrado correlacionar 
rigurosamente con el envejecimiento (Canela et al., 2007; Cawthon et al., 2003; Herbig et al., 2006). 
Algunos estudios revelan que el acortamiento telomérico está relacionado con el desarrollo de 
enfermedades asociadas a la edad (Ogami et al., 2004; Panossian et al., 2003), síndromes de 
envejecimiento prematuro (Blasco, 2005) o incluso a factores externos como obesidad y estrés 
psicológico que podrían afectar la longevidad (Epel et al., 2004; Valdes et al., 2005). 
 
 Los telómeros en células de mamífero, son unas estructuras de ADN repetitivo en tándem que 
poseen la secuencia TTAGGG y se sitúan al final de los cromosomas (Blackburn, 1991; McClintock, 1941). 
Estas estructuras están asociadas a un complejo proteico especializado de seis proteínas denominado 
“Shelterina” que protege la propia estructura telomérica y en algunos casos regula la actividad 
telomerasa (de Lange, 2005). La pérdida progresiva de la longitud telomérica o la modificación parcial 
de su estructura constituye el principal mecanismo encargado de desencadenar la senescencia 
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replicativa propiamente dicha en células somáticas humanas incluyendo las hMSC (Allsopp et al., 1992; 
d'Adda di Fagagna et al., 2003; Griffith et al., 1999; Harley et al., 1990).  
 
 En la mayoría de los organismos eucarióticos, la longitud telomérica es mantenida por la 
enzima reverso transcriptasa telomerasa, la cual está formada por un componente proteico con 
actividad catalítica TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) y un componente ribonucléico que 
contiene la secuencia molde de ARN para la síntesis de las nuevas repeticiones teloméricas TERC 
(Telomerase ARN Component) (Blackburn, 2001). La mayoría de las células humanas primarias no 
presentan actividad telomerasa, Sin embargo, las líneas celulares germinales y el 90% de las células 
tumorales expresan TERT manifestando una elevada actividad telomerasa  y por tanto cierta habilidad 
para mantener constante la longitud de los telómeros a lo largo de las divisiones celulares (Meyerson et 
al., 1997; Wright et al., 1996) (figura i5). En humanos, la telomerasa es activa durante la embriogénesis 
(Wright et al., 1996), suprimida en la mayoría de tejidos somáticos postnatales (Kim et al., 1999) pero se 
mantiene activa en células germinales y en algunas poblaciones celulares (progenitores celulares) 
pertenecientes a tejidos con alta tasa de renovación tisular (Collins & Mitchell, 2002; Flores & Blasco; 
Hiyama et al., 2001; Wright et al., 1996). A menudo estos niveles basales de telomerasa que poseen 
ciertos tipos de células progenitoras no son suficientes para prevenir el acortamiento telomérico 
asociado con la renovación de los tejidos deteriorados por la edad o con los pases en cultivo (Collins & 
Mitchell, 2002; Tam et al., 2007). Estos datos son contrastados por ejemplo, con la imposibilidad de las 
células madre hematopoyéticas (HSC) entre otras, para mantenerse indefinidamente como una línea 
generacional ya sea in vitro usando sistemas de cultivos o in vivo mediante trasplantes seriados (Janzen 
et al., 2006; Vaziri et al., 1994; Widmann et al., 2005). 
 
Así mismo, se sabe que la expresión ectópica de la subunidad catalítica de la telomerasa 
humana, hTERT, es capaz de inmortalizar las células humanas sin que ello conlleve a un estado de 
inestabilidad genética o de transformación, al menos en etapas iniciales del cultivo (Bodnar et al., 1998; 
Morales et al., 1999; Vaziri & Benchimol, 1998). Estos datos confirman el papel esencial que posee la 
telomerasa en la inhibición de la senescencia replicativa y su posible participación en la reparación del 
daño. No obstante, no todos los tipos celulares humanos responden del mismo modo a la 
sobreexpresión de hTERT. De este modo, para lograr una efectiva inmortalización en células epiteliales 
humanas, además de la telomerización se necesita una inactivación de la proteína supresora de tumores 
P16INK4a (Forsyth et al., 2003; Jarrard et al., 1999; Kiyono et al., 1998) o en su defecto una mejora en las 
condiciones de cultivo que sean mas apropiadas para el tipo celular en cuestión (Herbert et al., 2002; 
Mathon et al., 2001; Ramirez et al., 2001; Tang et al., 2001), sugiriendo la importancia que poseen las 
condiciones de cultivo para el crecimiento e inmortalización de las líneas celulares humanas. 
 
 
2.3.2.1 Factores implicados en el acortamiento telomérico  
 
 Actualmente se conocen varios factores que influyen sobre el acortamiento telomérico, uno de 
ellos es la síntesis incompleta por parte de las ADN polimerasas convencionales, que durante el periodo 
de replicación celular dejan los extremos de la cadena de síntesis sin completar y como consecuencia 
favorecen el acortamiento telomérico paulatino tras las divisiones celulares (Ohki et al., 2001; 
Olovnikov, 1971). Otro de los procesos que afecta el acortamiento telomérico está relacionado con la 
presencia de nucleasas con actividad exonucleasa 5´3´ capaces de degradar los extremos 
protuberantes de las regiones teloméricas  (Crabbe et al., 2004; Makarov et al., 1997; Ohki et al., 2001; 
Sfeir et al., 2005) y que podrían participar en el mantenimiento de la estabilidad estructural del 
telómero (Li et al., 2009). Finalmente, el acortamiento telomérico puede generarse por el estrés 
oxidativo que depende principalmente del estado oxidativo de la célula o las condiciones oxidantes del 
medio (von Zglinicki et al., 2001; von Zglinicki et al., 1995) que pueden o no favorecer la formación de 
radicales libres e inducir roturas en el ADN (Beckman & Ames, 1997, 1998). Muchas de estas roturas 
pueden ocurrir en las regiones teloméricas (d'Adda di Fagagna et al., 2003; Herbig et al., 2004; von 
Zglinicki et al., 2000) y consecuentemente facilitar el acortamiento de los telómeros (von Zglinicki, 2002; 
von Zglinicki et al., 2000). Cuando los telómeros se acortan hasta una longitud telomérica crítica, las 
células entran en un estado de senescencia replicativa debido a la activación de señales de daño celular 
mediadas por el DDR las cuales activarán el gen supresor de tumores p53 y su diana transcripcional p21 
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generando la parada de ciclo celular y senescencia (Choudhury et al., 2007; d'Adda di Fagagna et al., 
2003; de Lange, 2002; Herbig et al., 2004; Smogorzewska & de Lange, 2002). 
 
La longitud telomérica media de los cromosomas humanos varía entre 7 y 15 kpb y la 
senescencia replicativa se desencadena habitualmente cuando dicha región adquiere una longitud 
media de entre 4 a 6kpb (Campisi, 2003; Chiu & Harley, 1997; De Lange et al., 2006). Según estimaciones 
recientes la tasa de acortamiento telomérico predicha para el problema de la síntesis incompleta es de 
aproximadamente 3pb por extremo y división celular (De Lange et al., 2006), por lo tanto las células 
humanas serían capaces de dividirse muchas más veces de lo que usualmente lo hacen (50-70 divisiones 
celulares) antes de que el problema de la síntesis incompleta genere telómeros críticamente cortos y/o 
disfuncionales. Varios estudios experimentales han comprobado que las células somáticas humanas sin 
actividad telomerasa pierden entre 50 y 200 pb de 5´-TTAGGG-3´ por división celular (Counter et al., 
1992; Harley et al., 1990; Schulz et al., 1996; Vaziri et al., 1993). Este exceso de pérdida de TTAGGG por 
división celular, podría ser atribuido a la presencia de estrés oxidativo en el medio o a la participación de 
exonucleasas activas capaces de generar extremos 3´ protuberantes que acelerarían el proceso de 
acortamiento telomérico; aunque su contribución al fenómeno no está del todo esclarecida. Por otro 
lado, es importante enfatizar que la desprotección del telómero por parte de una desestabilización del 
complejo shelterina es capaz de desencadenar un respuesta DDR similar a la que desencadenaría un 
DSB (d'Adda di Fagagna et al., 2003; Takai et al., 2003) y que el acortamiento telomérico per se, también 
es capaz de desestabilizar este complejo (Griffith et al., 1999), facilitando la entrada en senescencia 
antes de la aparición de telómeros criticamente cortos.  
 
 El estrés oxidativo y la oxidación del telómero ha demostrado ser uno de los principales 
causantes del acortamiento telomérico (von Zglinicki., 2002; von Zglinicki, 2002). Varios trabajos han 
reportado que el exceso de estrés oxidativo es capaz de acelerar el acortamiento de la longitud del 
telómero (von Zglinicki et al., 1995) y que la reducción del estres oxidativo en el medio,  mediante el uso 
de antioxidantes, enzimas o bajas presiones parciales de oxígeno reducen el acortamiento del telómero 
(Richter & von Zglinicki, 2007; Saretzki et al., 2003; Serra et al., 2003). De éste modo, podría decirse que 
el acortamiento telomérico no sólo refleja el historial proliferativo de la célula, sino que también 
manifiesta la acumulación del daño oxidativo que ha sufrido la misma (Richter & von Zglinicki, 2007; von 
Zglinicki et al., 2003). 
 
 
2.3.2.2 Susceptibilidad del telómero al daño genotóxico  
 
Algunos estudios proponen que los telómeros son potencialmente más susceptibles de sufrir 
daño genotóxico que el resto del genoma especialmente mediante la formación de SSB (Ayouaz et al., 
2008; Rochette & Brash); este fenómeno se ha justificado por el hecho de que plásmidos que contienen 
secuencias teloméricas TTAGGG llegan a presentar hasta siete veces más roturas de SSB que otras 
secuencias control bajo las mismas condiciones (Henle et al., 1999) o por el hecho de que los tripletes 
de guanina tienden a sufrir una mayor oxidación que el resto de secuencias presentes a lo largo del 
genoma (Oikawa et al., 2001). Se ha constatado que la eficiencia de reparación de las SSB en los 
telómeros es menos efectiva que en el resto del ADN (Kruk et al., 1995; Petersen et al., 1998) y que 
basta con que unos pocos telómeros presenten una longitud telomérica críticamente corta para 
desencadenar la senescencia en la célula (Hemann et al., 2001; Martens et al., 2000).  
 
 A pesar de estas evidencias, se sabe que el estrés oxidativo también puede inducir senescencia 
replicativa mediante daño generalizado en el ADN, de forma independiente al  acortamiento telomérico 
(Chen et al., 2001; Toussaint et al., 2000). Para encajar estas dos ideas,  algunos autores proponen que 
la senescencia celular mediada por daño en el ADN puede desencadenarse mediante dos vías, una vía 
derivada de la respuesta celular al daño agudo y persistente en el genoma, que generará DSB con alta 
frecuencia dificultando su reparación por el sistema NHEJ o HR, proporcionando a su vez una elevada 
respuesta DDR y liberando una rápida senescencia; y otra vía derivada de la respuesta celular a un daño 
crónico de baja intensidad, el cual originará esencialmente la modificación oxidativa de bases en el 
telómero promoviendo la formación de SSB mediante la participación del sistema de reparación BER, el 
cual facilitará el acortamiento telomérico y por consiguiente la senescencia celular (O'Sullivan & 
Karlseder, 2010). De modo global, actualmente está bastante aceptado que bajo condiciones medias de 
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estrés, los telómeros pueden funcionar a modo de “sensor” de daño y ser capaces de generar la 




2.3.2.3 Inestabilidad genética por acortamiento telomérico 
 
 Cuando en una especie con un cariotipo estable se producen variaciones que modifican al azar 
el número normal de cromosomas, o bien se observan alteraciones cromosómicas estructurales que 
modifican el complemento cromosómico celular (deleciones, amplificaciones, translocaciones no 
balanceadas etc.), se dice que presenta inestabilidad genética (o genómica, o cromosómica). La 
inestabilidad genética puede generarse por mutaciones individuales en un gen concreto, por pérdida o 
ganancia de cromosomas o lo que parece ser más frecuente, por reorganizaciones a gran escala de los 
cromosomas (Nowak et al., 2002). Por otra parte, los telómeros además de ser aparentemente más 
sensibles al daño genotóxico, son esenciales para salvaguardar la estabilidad genética de la célula. El 
papel de los telómeros en el mantenimiento de la estabilidad de los cromosomas se propuso hace mas 
de 70 años (McClintock, 1939) y una gran variedad de estudios posteriores han demostrado que un 
excesivo acortamiento telomérico conduce a una incrementada inestabilidad cromosómica en células 
somáticas (Blackburn, 2000). Actualmente, es aceptado que un acortamiento telomérico severo o una 
disfunción telomérica por la falta de función de las proteínas asociadas, implica la aparición de 
aberraciones cromosómicas estructurales (revisado en (Martinez & Blasco, 2011)).  
 
 El daño telomérico o la disfunción del complejo shelterina será reconocido como un DSB que 
desencadenará una respuesta del tipo DDR al final de los cromosomas (d'Adda di Fagagna et al., 2003; 
de Lange, 2002). Estos telómeros disfuncionales serán reparados del mismo modo que un DSB por la 
activación de los sistemas de reparación de roturas por recombinación homóloga (HR) o por unión de 
extremos no homólogos (NHEJ) (de Lange, 2009; Denchi, 2009; Pfeiffer et al., 2000),  si esta reparación 
se produce de un modo ineficiente dará lugar a cambios en la longitud telomérica, deleciones 
terminales o fusiones entre cromátidas que promoverán la aparición de una gran variedad de 
aberraciones cromosómicas estructurales (Artandi et al., 2000; Martinez & Blasco, 2011; O'Sullivan & 
Karlseder, 2010; Pfeiffer et al., 2000). Recientemente se ha demostrado que el acortamiento telomérico 
o la disfunción telomérica también puede generar cambios en el contenido génico celular a través de 
procesos de endoreplicación y generar tetraploidización por fallo en la activación de la parada del ciclo 
celular originada por el DDR (Davoli et al., 2010). 
 
 
2.3.3 Senescencia inducida por activación del locus INK4A-ARF 
 
 Existe un mecanismo de inducción de senescencia alternativo al acortamiento telomérico y al 
daño en el ADN. Este mecanismo está mediado principalmente por la expresión del locus INK4A-ARF 
(también llamado CDKN2A) el cual codifica las proteínas supresoras de tumores P14Arf y P16INK4a (Nobori 
et al., 1994; Serrano et al., 1996). En los mamíferos, el locus INK4A-ARF es silenciado durante el 
desarrollo y el inicio de la vida pos-natal del individuo, siendo expresado en muy bajos niveles en la 
mayoría de tejidos jóvenes pero progresivamente aumentado desde la edad adulta hasta la senectud 
(Krishnamurthy et al., 2004; Ressler et al., 2006). Actualmente no se conocen al detalle los mecanismos 
moleculares responsables de la  acumulación de P16
INK4a
 durante la senescencia celular. Sin embargo, 
algunos trabajos sugieren una posible regulación negativa mediada por la acción de la familia de las 
proteínas polycomb, capaces de remodelar la cromatina e inhibir la expresión génica (Bracken et al., 
2007; Ressler et al., 2006; Sparmann & van Lohuizen, 2006). 
 
 Paradójicamente el producto génico de la expresión del locus INK4A-ARF, conduce a la 
senescencia celular en células primarias de mamífero mediante su activación por la estimulación 
oncogénica o por la exposición a fuertes estímulos mitogénicos, hecho por el cual a este a fenómeno se 
le ha denominado “senescencia inducida por oncogenes” (OIS, Oncogene-Induced Senescence) 
(Serrano et al., 1993; Serrano et al., 1997). Tras la exposición al estímulo mitogénico, se activa la 
transcripción del locus INK4A-ARF que genera por un lado la expresión de P16
INK4a
 el cual actuará como 
un potente inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK6, bloqueando la progresión 
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del ciclo celular. Estas dos quinasas en su estado natural fosforilan e inhiben a la proteína del 
retinoblastoma (RB), limitando su capacidad de unión y represión a la familia de factores de 
transcripción E2F, los cuales transcriben genes indispensables para la replicación del ADN y por tanto la 
continuidad del ciclo (revisado en(Chicas et al., 2010)). Por otro lado, tras la exposición al estímulo 
mitogénico, se activará también la expresión de la proteína P14Arf que inactivará la ubiquitin ligasa 
HDM2 (Human Double Minutes 2 protein) y promoverá la estabilidad de la proteína supresora de 
tumores P53 facilitando la parada del ciclo celular (Gil & Peters, 2006; Kim & Sharpless, 2006).  
 
 Es de señalar que esta cooperación entre el las vías de P53 y RB ha sido recientemente 
reforzada, mediante nuevas evidencias que sugieren que la OIS en algunas circunstancias y tipos 
celulares puede desencadenarse por la activación robusta del DDR como consecuencia a la exacerbada 
replicación del ADN que es originada a su vez por la aberrante estimulación mitogénica (Bartkova et al., 
2006; Di Micco et al., 2006; Gorgoulis et al., 2005; Mallette et al., 2007). Estos datos demuestran que la 
senescencia celular inducida por activación del locus INK4-ARF esta sustancialmente ligada al 
establecimiento del sistema DDR y que por tanto la expresión del locus INK4A-ARF gobierna tanto la 
activación de la vía de RB como la de P53 para el desencadenamiento de la senescencia en la célula. 
Algunos autores consideran dos tipos de senescencia celular in vitro, una reversible mediada por P53 y 
otra irreversible mediada por la acción concomitante de P53 y la vía de P16INK4a/RB (Beausejour et al., 
2003). Se ha propuesto que la vía P16
INK4a
/RB podría actuar como una segunda barrera para prevenir el 
crecimiento de células en condiciones estresantes o en presencia de estímulos que favorezcan la 
transformación neoplásica (Beausejour et al., 2003; Jacobs & de Lange, 2004; Robles & Adami, 1998). 
 
 
2.3.3.1 Locus INK4A-ARF y el estrés oxidativo 
 
 Recientes trabajos, han puesto de manifiesto una posible relación entre la inducción de 
expresión del locus INK4A-ARF por estímulos mitogénicos y el estrés oxidativo, lo cual podría esclarecer 
el papel de la activación del locus en el escenario del envejecimiento y la senescencia celular.  Por un 
lado, se ha demostrado que  la sobreexpresión del oncogén RAS incrementa los niveles de ROS en 
fibroblastos humanos y que este incremento es indispensable para la establecimiento de la senescencia, 
ya que el tratamiento con antioxidantes como la N-acetil cisteína o el crecimiento en bajo oxígeno 
bloquea el fenotipo senescente en presencia de activación por RAS (Irani et al., 1997; Lee et al., 1999). 
Nuevas evidencias sugieren que el daño oxidativo generado durante la estimulación oncogénica podría 
ser el promotor de la expresión del locus INK4A-ARF a través de la activación de la ruta de la proteína 
P38-MAPK (Bulavin et al., 2004; Iwasa et al., 2003; Sun et al., 2007; Wang et al., 2002). Esto se ha 
confirmado por ejemplo, en células madre hematopoyéticas (HSC) en donde las especies reactivas del 
oxígeno son el desencadenante principal de la activación de la ruta P38-MAPK la cual, tras su activación, 
limita la funcionalidad de las células y disminuye su capacidad de proliferación (Ito et al., 2006).  
 
 Por otro lado, se ha observado que el incremento en la producción de ROS mediado por la 
estimulación mitogénica, a su vez puede activar la vía de señalización de la PKC (Takahashi et al., 2006; 
Wheaton & Riabowol, 2004) y que en células humanas, esta vía puede participar activamente en el 
establecimiento de la parada del ciclo celular irreversible en la citocinesis (Takahashi et al., 2006; Yang 
et al., 2004). Estos datos revelarían el importante aporte que presentan las especies reactivas del 
oxígeno en el desarrollo de la senescencia en células humanas. Aunque todavía no existe un consenso 
generalizado sobre el mecanismo por el cual RAS o la estimulación mitogénica incrementa los niveles de 
ROS, se ha sugerido que dicho incremento podría estar sujeto a un aumento de la biogénesis y 
disfunción mitocondrial que promovería el daño oxidativo en el ADN y contribuiría a la senescencia 
generada por OIS (Moiseeva et al., 2009); sin embargo este mecanismo sería dependiente de la 
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III. Fisiología del oxígeno   
 
 La presión parcial de oxígeno en la atmósfera (20,84%O2 (159mm Hg); 78,62%N2 (597mm Hg); 
0,04%CO2 (0,3mm Hg); 0,50%H2O (3,8mm Hg) (Total: 760mm Hg; al nivel del mar) es sustancialmente 
superior a la encontrada en la mayoría de los tejidos de los organismos. En mamíferos, la difusión del 
oxígeno hacia los tejidos es posible gracias a una cascada de gradiente de presión, desde el aire 
ambiental hasta la mitocondria. Cuando el aire es introducido por las vías respiratorias, este se entibia y 
humedece rápidamente, por la influencia de la presión de vapor de agua promoviendo la disminución 
de la concentración de oxígeno en el pulmón y situándola en un valor cercano al 15,27%O2 (110mm Hg). 
A continuación, por el efecto de la presión del CO2 y la difusión del oxígeno a través de la membrana 
alveolo-capilar, la presión de oxígeno en los capilares pulmonares se establece en un 13,89%O2 (100mm 
Hg), aproximadamente. Una vez el oxígeno ha difundido al torrente circulatorio, este rápidamente se 
une a la hemoglobina saturándola casi por completo, manteniendo el 97% de oxígeno total unido a ella 
y el 3% de oxígeno restante disuelto en plasma (Dickerson & Geis, 1983). Tras esta incorporación del 
oxígeno al torrente circulatorio, la presión de oxígeno en sangre arterial se mantiene en un 12,5%O2 
(90mm Hg) y cuando los tejidos han sido oxigenados la presión de oxígeno en sangre venosa se ha 
estimado en un valor medio cercano al 5,56%O2 (40mm Hg) (revisado en (Guyton, 1966)). 
 
Como se ha mencionado anteriormente, a pesar de la gran importancia del oxígeno para la 
supervivencia de los organismos, los niveles de oxígeno en los tejidos son bastante limitados. Por lo 
general en mamíferos en condiciones normales para el desarrollo del embrión y el organismo adulto, la 
presión parcial de oxígeno puede variar en un rango que oscila entre un 2 y un 12%O2  (14,4-86,4mm Hg) 
(Atkuri et al., 2007; Fischer & Bavister, 1993; Rodesch et al., 1992; Vaupel et al., 1989). Sin embargo, 
debido a la densidad vascular o morfología propia de cada tejido, en algunos tejidos con zonas 
relativamente menos irrigadas los niveles de oxígeno pueden establecerse en valores inferiores a los 
habituales, situándose en niveles cercanos al 1%O2 (7,2mm Hg) (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2007; 
Spradling et al., 2001). Esto ocurre por ejemplo, en algunas áreas del cerebro, cartílago, timo, médula 
renal o médula ósea, donde la densidad vascular es considerablemente inferior (revisado en(Ivanovic, 
2009; Mohyeldin et al., 2010)). De modo semejante, en algunas situaciones patológicas como 
enfermedades infecciosas, isquemias o tumores pueden establecerse estados crónicos de anoxia en los 
que los niveles de oxígeno se sitúan en valores próximos al 0%O2.  
 
 
3.1 El oxígeno y los nichos de las células madre 
 
El nicho específico en el que se desarrollan y mantienen las células madre puede definirse como 
aquella estructura anatómica que incluye tanto componentes celulares como acelulares que integran las 
señales locales y sistémicas en un especializado microambiente y pueden regular la biología y función de 
las mismas (Scadden, 2006). La interacción de las células madre con estos componentes es esencial para 
preservar su particular capacidad de autorrenovación y multipotencialidad (Spradling et al., 2001). 
 
 En este sentido, la fisiología del oxígeno juega un papel crucial en el mantenimiento del nicho 
de las células madre. Se ha postulado que el oxígeno tiene un importante papel en la regulación de la 
diferenciación y pluripotencialidad de estas células. Esto se ha puesto de manifiesto con estudios que 
demuestran que los cambios en la disponibilidad de oxígeno que se producen durante el desarrollo 
embrionario, son capaces de regular el proceso de diferenciación y coordinar el propio desarrollo del 
embrión (Genbacev et al., 1997). Así mismo, en el individuo adulto los “nichos” o microambientes en los 
que se desenvuelven las células madre poseen una presión parcial de oxígeno más baja que el resto del 
tejido (Eliasson & Jonsson; Panchision, 2009) llegando en muchos casos a establecerse en valores 
inferiores al 1%O2 (revisado en (Mohyeldin et al., 2010)) (figura i6). Estos datos se han reforzado con 
recientes estudios que sugieren que los reducidos niveles de oxígeno presentes en los microambientes 
pueden llegar a activar las vías implicadas en el mantenimiento de la potencialidad y la quiescencia de 
estas células. Así por ejemplo, la presencia de bajo oxígeno en el medio es capaz de activar las  vías de 
Notch, Wnt y Oct-4 promoviendo el estado de indiferenciación (Covello et al., 2006; Gustafsson et al., 
2005; Kaidi et al., 2007). Siguiendo la directriz de estos experimentos, recientes trabajos han establecido 
que para mantener las propiedades multipotenciales de las células madre en sus nichos biológicos, 
además de la presencia de bajo oxígeno es necesario mantener unos niveles adecuados del factor 
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inducido por hipoxia (HIF, Hypoxia-inducido factor alpha), uno de los principales reguladores de la 







Figura 6. Presión de oxígeno en los nichos de células madre 
 En el organismo adulto, los tejidos exhiben una tensión de oxígeno substancialmente inferior a la atmosférica (21%O2 
(147 mm Hg)). La presión de oxígeno en los alvéolos pulmonares es de aproximadamente un 15%O2 (110mm Hg) y una vez el 
oxígeno a entrado al torrente circulatorio, la presión parcial en sangre arterial se sitúa alrededor de un 12%O 2 (100mm Hg).  La 
concentración de oxígeno aproximada en el interior de los tejidos  adultos sanos, puede variar desde un 2%O2 a un 12%O2. En la 
figura se representa un modelo esquemático mostrando los nichos celulares de algunas células madre adultas para los sistemas  
hematopoyético, mesenquimático y neural en la médula ósea, tejido adiposo, y la zona subventricular (SVZ, Sub Ventricular Zone) 
del cerebro, respectivamente. Se muestran las variaciones de oxígeno encontradas en cada uno de los nichos celulares las cuales 
se han obtenido de experimentos realizados con medidas directas sobre el tejido o mediante aproximaciones matemáticas. Las 
referencias relacionadas, están incluidas en la revisión original (adaptado de Mohyedldin et al 2010).  
 
 
3.2 Mecanismos celulares de respuesta al oxígeno 
 
 Para poder adaptarse a la disponibilidad de oxígeno en el ambiente, las células de mamífero 
han desarrollado mecanismos de detección sensibles a las variaciones en la concentración de oxígeno. 
Aunque no existe información suficiente que permita comprender el método por el cual las células 
responden a estos cambios, se pueden definir al menos cuatro mecanismos implicados en la detección 
de la disponibilidad de oxígeno en el ambiente. El primero y probablemente mas importante, depende 
de la presencia de i) la familia de las enzimas prolil-hidroxilasas que requieren oxígeno molecular para 
desarrollar su actividad y facilitar la degradación del factor de transcripción inducido por hipoxia (HIF), 
el cual controla la expresión de una batería de cientos de genes indispensables para la adaptación de la 
célula a la baja disponibilidad de oxígeno. En segundo lugar, se encuentra ii) la familia de las enzimas 
NAD(P)H oxidasas capaces de producir ROS, que funcionan a su vez como segundos mensajeros y 
modulan la respuesta de sensibilización al oxígeno, el tercero se produce a través de la existencia de iii) 
canales iónicos sensibles a ROS que como se ha mencionado, depende también de las variaciones de 
oxígeno en el ambiente y finalmente el cuarto mecanismo depende de iv) la propia cadena 
transportadora de electrones mitocondrial que modula la producción de ROS, la cual también está 
sujeta a la concentración de oxígeno en el ambiente (revisado en (Giaccia et al., 2004)). 
 
 Marco teórico 
 
Juan C. Estrada  51 | P á g i n a  
 
 Uno de los mecanismos más importantes y mejor caracterizados implicados en la detección de 
los cambios en la variación de oxígeno, es el relacionado con la familia de proteínas inducidas por 
hipoxia (HIFs). Dado el enfoque del presente trabajo, a continuación nos centraremos en el estudio de la 
regulación de HIF por el oxígeno y su relevancia en el metabolismo celular.  
 
 
3.2.1 Regulación de HIF por oxígeno 
 
 La familia de las proteínas inducidas por hipoxia son fuertes factores de transcripción que 
poseen una estructura bHLH-PAS (básica hélice-bucle-hélice-per-arnt-sim) que les confiere la capacidad 
de formar heterodímeros (Gu et al., 2000). Estas proteínas están compuestas de un heterodímero 
formado por dos subunidades pertenecientes a la familia de las bHLH-PAS, una subunidad alfa 
denominada HIF y una subunidad beta denominada HIF o también llamada receptor nuclear aryl 
hidrocarburo translocador (ARTNT). En mamíferos, las subunidades  de HIF están codificadas por 3 
genes; HIF1, HIF2 y HIF3, los cuales son notablemente regulados por hipoxia. HIF1 se expresa de 
forma ubicua en prácticamente todos los tejidos, mientras que HIF2 (también llamado EPAS (proteína 
endotelial PAS), HLF (HIF1-como factor) o HRF (factor relacionado con HIF)) y HIF3 exhiben una 
distribución más restrictiva. HIF1/ARNT es constitutivamente expresado y es insensible a cambios en la 
concentración de oxígeno, mientras que las tres subunidades alfa son extremadamente reguladas por 
hipoxia (Yang et al., 2005). 
 
 Los genes que codifican las proteínas HIF se transcriben y traducen con una alta velocidad en 
bajo oxígeno, pero son rápidamente degradadas en presencia del oxígeno (Schofield & Ratcliffe, 2004). 
En condiciones de elevado oxígeno, el dominio oxigeno dependiente de degradación (ODD) de las 
proteínas HIF, que están bastante conservados en las 3 isoformas, es hidroxilado en dos residuos de 
prolina por la familia de las prolil hidroxilasas PHD1, PHD2, PHD3 (Ivan et al., 2002). Esta hidroxilación es 
reconocida por el producto génico supresor de tumores Von Hippel-Lindau (pVHL) (Un componente del 
complejo ubiquitin-ligasa) que genera la poliubiquitinización covalente de los residuos y permite la 
degradación de la proteína por el proteosoma 26S (Min et al., 2002). En condiciones de bajo oxígeno, la 
hidroxilación y la interacción con pVHL es inhibida, por lo que las subunidades HIF se acumulan en el 
citoplasma y se traslocan al núcleo donde dimerizan con la subunidad beta HIF1/ARTN a través de sus 
dominios bHLH-PAS y se unen a las secuencias génicas específicas de respuesta a HIF que están 
localizadas en regiones promotoras (intrones y potenciadores en extremos 3´) de un gran número de 
genes de expresión regulada por el oxígeno (Yang et al., 2005). Durante este proceso, el dominio de 
activación transcripcional C-terminal (TAD) de los heterodímeros, interactuará con coactivadores como 
p300/CBP (proteínas de unión a CREB, el cual es un elemento de unión a secuencias CRE (Ema et al., 
1999)) para poder mantener estable la actividad de HIF, la cual es también regulada por hidroxilación 
dependiente del oxígeno y que es realizada por el factor de inhibición de HIF (FIH) de manera similar a la 
generada por las prolil hidroxilasas (Lando et al., 2002). 
 
La respuesta a los cambios en la concentración de oxígeno mediada por HIF1 es 
prácticamente íntegra y abarca todos los procesos necesarios para conseguir un aprovechamiento más 
eficaz del oxígeno y suplir las necesidades de la célula en función de la disponibilidad del oxígeno. En la 
actualidad se conoce la implicación de HIF1 en migración celular, crecimiento, apoptosis, regulación 
hormonal, metabolismo energético y angiogénesis (revisado en (Schofield & Ratcliffe, 2004)). Una de las 
más relevantes respuestas adaptativas promovidas por la disminución de oxígeno y la consecuente 
estabilización de HIF1, es la reprogramación metabólica desde un estado metabólico más oxidativo a 
un estado de metabolismo más glucolítico (figura i7). Esta adaptación deriva esencialmente de la 
carencia de disponibilidad de oxígeno como sustrato para la producción de energía mediante un 
metabolismo aeróbico. HIF1 regula esta respuesta mediante la transcripción directa de genes 
implicados en la ruta glucolítica promoviendo la expresión tanto de proteínas involucradas en el 
transporte de glucosa como de enzimas que participan en el proceso de la glucólisis (Iyer et al., 1998; 
Seagroves et al., 2001). Por otra parte, HIF1 promueve el estado metabólico proglucolítico mediante la 
reducción de la respiración mitocondrial. Esta disminución se realiza principalmente a través de la 
transcripción de la proteína PDK1, la cual fosforilará e inactivará la enzima PDH reprimiendo el flujo de 
piruvato hacia el interior de la mitocondria reduciendo así los sustratos necesarios para la respiración 
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(Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006). Recientes trabajos demuestran que HIF es capaz de reducir 
la respiración mitocondrial no solo disminuyendo el flujo de sustratos hacia el interior de la mitocondria, 
sino también afectando el propio funcionamiento de la ETC mediante la inhibición del complejo I por la 
transcripción de la proteína NDUFA4L2 (Tello et al., 2011) o a través de la transcripción de la citocromo c 





Figura i7. Regulación del metabolismo celular mediada por HIF1  
 HIF1 puede modular el metabolismo de las células para facilitar la adaptación celular a una baja disponibilidad de 
oxígeno en el ambiente. Cuando la presencia de oxígeno disminuye, HIF1 se mantienen notablemente más estable gracias a la 
inhibición de la actividad de las prolil hidroxilasas (PHD), las cuales son las encargadas de iniciar la degradación de HIF1 mediante 
la vía del proteosoma. La estabilidad de HIF1 promueve el consumo de glucosa mediante la activación de la expresión de 
enzimas glucolíticas y disminuye la fosforilación oxidativa a través de la expresión transcripcional directa de la enzima PDK1, 
evitando la entrada de piruvato en la mitocondria o potencialmente inhibiendo directamente el funcionamiento de la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial (ETC, Electronic Transport Chain). La actividad de la ETC es considerada como el principal 
motor productor de ROS (Reactive Oxygen Species) en la célula (revisado en (Balaban et al., 2005)).    
 
 
La regulación de la respiración mitocondrial bajo condiciones de relativa baja disponibilidad de 
oxígeno parece depender sustancialmente de la presencia de HIF en el medio. La respiración 
mitocondrial per se sólo se ve comprometida si la concentración de oxígeno cae por debajo del 0,1%O2, 
ya que el complejo IV mitocondrial presenta una alta afinidad por el oxígeno (Gnaiger et al., 1998; 
Smolenski et al., 1991; Stumpe & Schrader, 1997; Wikström et al., 1981). Por otro lado, la respuesta 
mediada por HIF1 se produce en intervalos de concentración de oxígeno entre 0-5%O2 con un máximo 
de respuesta entre un 1-2%O2 (Jiang et al., 1996; Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006), 
demostrando que la vía de señalización de HIF1 es un mecanismo esencial para el control de la 
respiración mitocondrial y no tanto la propia disminución de oxígeno como sustrato. Este fino 
mecanismo de modulación del metabolismo mediado por HIF1 en el que se alteran las dos vías 
principales de obtención de energía, es indispensable para que la célula pueda continuar con una 
adecuada producción energética ante la carencia de disponibilidad de oxígeno y conserve el correcto 
balance metabólico y oxidativo preservando así la homeostasis natural de la célula. 
 
 
3.3 Relevancia del oxígeno en cultivo 
 
Para elucidar el efecto de la presión de oxígeno sobre los cultivos celulares primarios y 
comprender cuál es su relevancia sobre los procesos celulares, es necesario establecer unos adecuados 
criterios en la definición de los cambios en la concentración de oxígeno a nivel celular. 
Tradicionalmente, se ha asociado de forma improcedente a la “normoxia” con la presión de oxígeno 
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atmosférica (20,84%O2) y a la hipoxia con niveles de oxígeno entre 0,5-2%O2 (Papandreou et al., 2005), 
basándose en experimentos realizados con células tumorales bioenergéticamente muy activas o sin 
tener en cuenta la procedencia celular y el estado fisiológico real de la célula. Por esta razón y siguiendo 
un criterio más estricto, se podría definir a la normoxia como aquel estado en el que las células 
disponen del oxígeno requerido para desarrollar sus funciones metabólicas normales, las cuales serán 
por axioma, las mismas de las que dispone la célula en su nicho natural (aprox. 1-12%O2, si abarcamos 
todos los tipos celulares) (revisado en (Atkuri et al., 2007; Ivanovic, 2009; Simon & Keith, 2008)). Por 
consiguiente, la “hipoxia” celular podría definirse como aquel fenómeno patológico que se produce 
cuando la concentración de oxígeno cae por debajo de los niveles fisiológicos requeridos por la 
mitocondria para producir una adecuada formación de ATP, comprometiendo el mantenimiento de la 
homeostasis celular (porcentaje de oxígeno específico para cada tipo celular y tejido).  
 
 El control de la concentración de oxígeno en condiciones fisiológicas dentro de los incubadores 
de cultivo (un parámetro evidente a tener en cuenta) ha pasado completamente desapercibido durante 
décadas, probablemente debido a la adecuación de los cultivos a la expansión de líneas celulares 
transformadas que presentan claras diferencias en el metabolismo respecto a los cultivos de células 
primarias (Warburg, 1956). La regulación de la presión de oxígeno en los cultivos celulares primarios a 
niveles próximos a los fisiológicos, ha demostrado tener un impacto significativo sobre la tasa replicativa 
de las células. Desde los primeros trabajos que señalaron que los cultivos de células de mamífero 
mantenidos a bajas concentraciones de oxígeno aumentaban la capacidad proliferativa (Cooper et al., 
1958; Packer & Fuehr, 1977; Zwartouw & Westwood, 1958), un gran número de estudios ha 
demostrado efectos similares en otros tipos celulares (Carswell et al., 2000; Jensen et al., 2011; 
Parrinello et al., 2003; Zhang et al., 2010), incluidas las células madre humanas que poseen una mayor 
aplicabilidad en la clínica (Carrancio et al., 2008; Estrada et al., 2011; Fehrer et al., 2007; Forsyth et al., 
2006; Grayson et al., 2007; Li et al., 2011). Notablemente, el efecto de la reducción de la tensión de 
oxígeno sobre cultivos celulares inmortalizados o transformados no parece presentar efectos sobre el 
potencial proliferativo de las células (Falanga & Kirsner, 1993; Saito et al., 1995). 
 
 Se ha demostrado, que en cultivos de fibroblastos humanos crecidos a concentraciones de 
oxígeno próximas a las fisiológicas, por ejemplo al 3%O2, se puede alcanzar hasta un 50% más de 
divisiones celulares que cuando son desarrollados a concentraciones de oxígeno atmosféricas (21%O2) 
presentando además una tasa de proliferación incrementada y un retraso en la senescencia celular 
(Chen et al., 1995). Se ha demostrado que este aumento en la capacidad proliferativa asociada a este 
tipo de cultivos, correlaciona a su vez con la presencia de niveles reducidos de estrés oxidativo y daño 
en el ADN (Busuttil et al., 2003; Chen et al., 1995; Karanjawala et al., 2002; Parrinello et al., 2003). Estos 
datos contrastan, con los resultados obtenidos en cultivos celulares crecidos a tensiones de oxígeno 
hiperóxicas, por ejemplo al 40%O2, donde se produce un bloqueo irreversible de la proliferación celular 
promoviendo una incrementada tasa de acortamiento telomérico y permitiendo sólo unas pocas 
divisiones celulares antes de alcanzar el fenotipo senescente (von Zglinicki et al., 1995). Por otra parte, 
es importante destacar que el control de este parámetro en cultivo ha demostrado ser crítico para la 
estimulación de la senescencia mediada por expresión oncogénica (OIS), ya que este efecto puede llegar 
a ser inhibido si las células son cultivadas a concentraciones de oxígeno próximas a las fisiológicas (Lee 
et al., 1999).  
 
 A día de hoy, se ha demostrado que la reducción de oxígeno en el cultivo conlleva una 
diversidad de efectos beneficiosos para el mantenimiento in vitro de las células madre. Se ha 
constatado, que la reducción de oxígeno es capaz de conferir un aumento en la capacidad proliferativa, 
favorecer la formación de colonias, preservar el carácter multipotencial, reducir la inestabilidad 
genética, disminuir el acortamiento telomérico y retrasa el efecto de la senescencia (Carrancio et al., 
2008; Estrada et al.; Fehrer et al., 2007; Forsyth et al., 2006; Grayson et al., 2007; Li et al.); todo ello 
demostrando el efecto tóxico que poseen las elevadas presiones de oxígeno sobre las células. 
 
 
3.3.1 Regulación de la actividad metabólica por el oxígeno 
 
 Como hemos mencionado anteriormente, la presión de oxígeno en el ambiente puede 
modificar múltiples procesos celulares. Dentro de estos procesos destaca el cambio en el metabolismo 
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celular, el cual está íntimamente ligado a la producción de ROS y el estrés oxidativo en la célula. En este 
sentido, la formación de ROS parece mantener un papel clave como intermediario entre la 
concentración de oxígeno y el desencadenamiento de la senescencia celular en cultivo (Busuttil et al., 
2003; Chen et al., 1995). Es ampliamente aceptado que el oxígeno es un elemento relativamente estable 
y poco reactivo, que no demuestra un efecto tóxico o deletéreo directo sobre las estructuras celulares 
(revisado en (Lu & Finkel, 2008)); sin embargo, las especies reactivas del oxígeno derivadas de su 
metabolismo ostentan un carácter altamente reactivo e inestable (ver sección 2.2). 
 
Las fluctuaciones en la concentración de oxígeno, representan un importante parámetro en la 
regulación de la respiración mitocondrial y por consiguiente de la tasa de producción de ROS (Turrens et 
al., 1982). Actualmente la correlación entre la presión parcial de oxígeno y la formación de ROS es 
bastante controvertida. Esta controversia deriva en parte de la continua participación de enzimas 
antioxidantes como las SOD y CAT en el proceso de anulación de ROS y que inactivan los niveles de 
producción reales en un momento determinado (Powers & Lennon, 1999). Por otra parte, resulta 
metodológicamente complejo detectar la producción de ROS en condiciones “normales o fisiológicas” 
donde no interfieran agentes oxidantes externos que alteren la lectura. Finalmente, la falta de 
homogeneidad en los ensayos de detección de estas especies, dificultan también la interpretación 
común de los resultados; por un lado, se usan extractos mitocondriales procedentes de tejidos y en 
otras ocasiones procedentes de cultivos celulares (con células transformadas o a veces primarias) 
claramente menos fisiológicos, igualmente la diversidad en las técnicas de detección incrementan la 
complejidad en la interpretación de los datos, ya que en algunas ocasiones se estima la formación de 
ROS a través de la detección de la actividad citocromo c oxidasa y en otras ocasiones se realiza mediante 
medidas directas con el uso de sondas fluorescentes específicas para cada una de las especies (revisado 
en (Balaban et al., 2005; Murphy, 2009)).  
 
A pesar de estas dificultades técnicas, ha sido colectivamente aceptado que la hiperoxia 
(entendida como la presión de oxígeno por encima del 21%O2) favorece la formación de ROS y que el 
aumento en la generación de estas especies es proporcional al incremento de la concentración de 
oxígeno en el ambiente ((Boveris & Chance, 1973; Chance et al., 1979; Turrens et al., 1982) revisado en 
(Balaban et al., 2005; Murphy, 2009)). No obstante, esta relación no parece tan clara cuando se estudia 
la formación de ROS en condiciones de oxígeno más próximas a las fisiológicas (1-12%O2). Algunos 
autores sostienen que la disminución de la concentración de oxígeno por debajo de la saturación del 
aire ambiental disminuye la producción de O2
-  (Kussmaul & Hirst, 2006) y H2O2 (Alvarez et al., 2003; 
Hoffman et al., 2007; Kudin et al., 2004) en línea con las observaciones iniciales. Sin embargo, otra 
vertiente de estudios desvela que las relativas bajas presiones de oxígeno en cultivo (consideradas 
hipóxicas por los propios investigadores (1,5%O2, aproximadamente)), paradójicamente aumentan la 
producción de ROS mitocondrial (Brunelle et al., 2005; Chandel et al., 1998; Guzy et al., 2005; Mansfield 
et al., 2005), siendo estos además indispensables para la estabilización de HIF1α (Kaelin, 2005).  
 
 
3.3.2 La actividad metabólica y la senescencia celular 
 
Fuera de las consideraciones relacionadas con la tensión de oxígeno y la producción de ROS;  es 
un hecho que las funciónes mitocondriales poseen un relevante papel como agentes reguladores de la 
senescencia celular (revisado en (Balaban et al., 2005)). Desde que Harman planteó hace más de 50 
años la teoría del envejecimiento mediada por la formación de radicales libres como un subproducto de 
la respiración mitocondrial (Harman, 1956), la función mitocondrial y los agentes oxidantes han estado 
ligados a la senescencia y el envejecimiento (Harman, 2009; Lu & Finkel, 2008). Uno de los mecanismos 
artificialmente generado y que puede influir sobre el aumento en la producción de ROS mitocondrial, es 
la inhibición de la cadena de trasporte eléctrico mitocondrial, ya que los electrones se acumulan en las 
primeras fases de la ETC y pueden ser donados directamente al oxígeno molecular dando lugar al anión 
superóxido (Albayrak & Grimm, 2003; Chandel et al., 1998; Li et al., 2003). De hecho, varios estudios han 
descrito que mutaciones en el ADN mitocondrial que afectan la activad de distintos componentes de la 
cadena de transporte electrónico promueven la generación de ROS (Birket et al., 2009; Gonzalo et al., 
2005; Li et al., 2008).  
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 Es de señalar, que los componentes mitocondriales son especialmente sensibles a la acción de 
ROS. Esto se debe fundamentalmente a la proximidad con el principal sitio de generación de ROS en la 
célula (la ETC en la membrana mitocondrial interna) y la particular vulnerabilidad del ADN mitocondrial 
(ADNm) a la acción de estas especies, ya que carece de las histonas protectoras y de muchos de los 
mecanismos de reparación presentes en el genoma nuclear (Clayton et al., 1974; Croteau et al., 1999; 
Yakes & Van Houten, 1997). De modo semejante, el daño oxidativo en este orgánulo puede afectar la 
eficiencia de la respiración mitocondrial incrementando a su vez la tasa de producción de ROS 
(Stadtman, 1992). Este efecto, generará un sistema de retroalimentación positiva que promoverá un 
mayor deterioro de la célula cuando hay un desbalance en la producción de ROS reforzando así la 
inducción de la senescencia.  
 
Por otro lado, se ha demostrado que tanto la restricción calórica como una modesta inhibición 
de la respiración mitocondrial puede extender la vida media en una amplia variedad de especies 
(revisado en (Kenyon, 2010)). Así por ejemplo, un reciente estudio revela que tras un desacoplamiento 
mitocondrial leve se puede reducir la producción del anión superóxido, mejorando el mantenimiento de 
la longitud de los telómeros y extendiendo la vida media celular en cultivo (Passos et al., 2007a). A pesar 
de estas evidencias es importante reseñar, que numerosos estudios realizados en modelos animales 
genéticamente modificados, en los que se interfiere con la función mitocondrial o el sistema 
antioxidante, demuestran que una ablación considerable de la producción de ROS no siempre 
correlaciona con una reducción en la senescencia celular (revisado en (Muller et al., 2007)). 
 
Una variedad de trabajos manifiestan que la disfunción mitocondrial o ineficiencia en el 
metabolismo podrían ser la causa central de la inducción de la senescencia ((Martinez & Blasco, 2011; 
Passos & von Zglinicki, 2005; von Zglinicki et al., 2003). Se ha demostrado que durante la senescencia 
celular, la función mitocondrial se ve alterada dejando una ineficacia metabólica y un aumento en la 
producción de ROS (Allen et al., 1999; Hutter et al., 2004; Laderman et al., 1996; Passos et al., 2007a; 
Shigenaga et al., 1994; Zwerschke et al., 2003). Experimentalmente, mediante el tratamiento severo con 
un agente desacoplante de la membrana mitocondrial (FCCP; protonophore carbonyl cynide p-
trifluoromethoxy-phenylhydrazone), se ha observado una incrementada tasa de producción de ROS, que 
correlaciona a su vez con una acusada respuesta DDR, un mayor acortamiento telomérico, mayor 
inestabilidad genética y una senescencia celular potenciada (Liu et al., 2002b). Por otra parte se ha 
demostrado que la disfunción mitocondrial y la formación de ROS contribuyen considerablemente en la 
senescencia inducida por activación oncogénica (Moiseeva et al., 2009). El conjunto de los anteriores 
estudios, pone de manifiesto el papel causal que posee la mitocondria en el desarrollo de la senescencia 
celular tanto telómero dependiente como telómero independiente (Passos et al., 2007b).  
 
 
IV. Variación genómica y senescencia 
 
El ser humano está compuesto por cerca de 1014 células de 210 tipos diferentes que se han 
originado a partir de un único cigoto el cual ha tenido que sufrir un gran número de divisiones celulares 
(1016) hasta alcanzar el estadio adulto (Iourov et al., 2010). Este organismo además, requiriere un 
recambio celular constante que mantenga estable la homeostasis celular en los tejidos y que 
contrarreste los efectos negativos generados por el desgaste natural de la vida. Estos datos, hacen 
suponer que un proceso de replicación genómica idéntica y fidedigna no puede producirse sin la 
generación de algunos errores dando lugar a genomas celulares no idénticos (variación genómica 
somática, VGS). Se ha observado, que el genoma humano es susceptible de sufrir dichos cambios 
durante su ontogenia y que en muchas ocasiones, esos cambios atañen a las variaciones en el número 
de copia del ADN (Chen et al., 2011; Kidd et al., 2010; Lou et al., 2011). De hecho, se ha identificado que 
al menos un 12% del genoma destinado a codificar proteínas implicadas en el desarrollo de 
enfermedades cambia en relación a su número de copia entre individuos (Redon et al., 2006). 
 
 Se sabe que los mamíferos poseen un conjunto de cromosomas con carácter diploide y que las 
diferencias en el contenido cromosómico entre distintas células en un mismo individuo se definen como 
un tipo de variación genómica denominada mosaicismo cromosómico o aneuploidía si es una situación 
patológica (Rieger et al., 1976). Aunque la relación entre el envejecimiento de los mamíferos y el 
incremento de aneuploidía con el correspondiente aumento del tamaño celular se describió por primera 
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vez hace ya varias décadas (Epstein, 1967; Jacobs et al., 1963), el significado fisiológico del mosaicismo 
cromosómico en humanos continúa siendo pobremente entendido. Este desconocimiento se debe en 
gran parte a la carencia de datos experimentales que revelen los niveles basales o normales de 
aneuploidía en cada tejido u órgano de individuos adultos sanos (revisado en (Iourov et al., 2008)). 
Recientes estudios señalan que el mosaicismo cromosómico en organismos diploides puede ser más 
frecuente de lo que hasta ahora se pensaba y que este a su vez puede tener un significado biológico más 
relevante en el desarrollo de los individuos. En efecto, una reciente recopilación de datos manifiesta 
que los niveles de mosaicismo cromosómico pueden variar en función del tejido y la edad del sujeto, 
incrementando con el envejecimiento en algunos tejidos y vinculándose a enfermedades asociadas con 
la edad (tabla i1) (revisado en (Iourov et al.; Storchova & Pellman, 2004)). Podría decirse que además 
del envejecimiento existen otros factores que correlacionan con el aumento del mosaicismo 
cromosómico en los tejidos. Algunos estímulos estresantes son capaces de inducir la formación de 
células poliploides en el individuo adulto, por ejemplo, el daño oxidativo en el hígado y la hepatectomía 
parcial incrementan la población de células poliploides (Gorla et al., 2001; Gupta, 2000), de forma 
semejante células del músculo cardiaco y del músculo liso, se vuelven aneuploides por hipertensión 
arterial o por su siembra en cultivo (Hixon et al., 2000; Vliegen et al., 1995) y fibroblastos adultos 
pueden volverse tetraploides mediante la generación de heridas o biopsias (Oberringer et al., 1999). En 
todos los casos la formación de células poliploides se ha interpretado como una respuesta a procesos de 
estrés mecánico o metabólico.  
 
 Se cree que este fenómeno puede desencadenarse al menos mediante tres mecanismos de 
manera fisiológica o por situaciones de estrés. Dichos mecanismos son la fusión celular, 
endoreplicación y los ciclos abortivos (Storchova & Pellman, 2004) (figura i8). La fusión celular ocurre 
de manera natural mediante un proceso programado durante el desarrollo en algunos tipos celulares 
como miocitos, hepatocitos u osteoblastos (Taylor, 2002; Vignery, 2000), además de ocurrir también en 
situaciones patológicas como infecciones virales o en los cultivos celulares (Deaven & Kreizinger, 1971; 
Hernandez et al., 1996). La endoreplicación también es un proceso programado que consiste en un 
desacoplamiento de la replicación del ADN y la división celular, en el cual las células realizan una o varias 
rondas de replicación del ADN antes de proceder con la mitosis celular produciendo un aumento de 
todo el material genético de las células, las cuales generalmente no proliferan (Edgar & Orr-Weaver, 
2001). En mamíferos el ejemplo más estudiado es en la formación de plaquetas por los megacariocitos 
en la médula ósea (Ravid et al., 2002). Los ciclos abortivos, se pueden generar por una gran variedad de 
defectos durante la división celular debido a errores en la replicación del ADN, en la disolución de la 
cohesión de cromáticas hermanas, en la formación del uso mitótico o en la citocinesis. Estos defectos 
producirán la activación de los puntos de chequeo que bloquearan la progresión del ciclo y en algunos 
casos inducirán apoptosis. Al igual que en el DDR, si el error no es eficientemente corregido, algunas 
células podrían evadir el bloqueo y producir células aneuploides por la defectiva división celular 
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Tabla i1. variación genómica somática (SGV) presenten en diferentes tejidos humanos sanos a lo largo de su ontogenia  
 En la tabla se indican los tipos de SGV y el porcentaje de células afectadas para diversos tejidos humanos a lo largo de la 
ontogenia del organismo. Los datos están basados en una recopilación de estudios realizados para uno o varios cromosomas. 
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Figura i8. Modelos de formación de células aneuploides 
 A) fusión celular: Tras la fusión, las células entran en progresión del ciclo con dos centrosomas, los cuales son 
subsecuentemente duplicados. La envoltura nuclear se desmonta y las células desarrollan la mitosis. Si los centrosomas duplicados 
se agrupan, se produce una mitosis bipolar (izquierda), pero si no, se produce una mitosis multipolar (derecha) B) endoreplicación: 
Es la replicación del ADN en ausencia de una mitosis completa. Las células que se someten a endoreplicación pueden saltarse los 
diferentes aspectos de la mitosis, incluyendo la duplicación del centrosoma son llegar a realizar la citocinesis C) ciclo celular 
abortivo: se produce tras un fallo crucial durante el proceso de división celular, dando como resultado una célula tetraploide (4n) 
en fase G1. Si el defecto ocurre en la fase tardía de la anafase o en la citocinesis, la célula puede tener dos núcleos. Al i gual que en 




4.1 Aneuploidía en cultivo 
 
 Saksela y Morread fueron los primeros en demostrar que en cultivos de fibroblastos humanos 
primarios con un cariotipo inicialmente diploide, aumentaba la frecuencia de aparición de 
anormalidades cromosómicas tras periodos prolongados de cultivo (Saksela & Moorhead, 1963). Estos 
trabajos permitieron que otros investigadores demostraran que el mosaicismo cromosómico o 
aneuploidía en particular estaba considerablemente representada en la senescencia  celular en cultivo  y 
que esta se originaba mediante eventos de fusión celular o fallos en la división que promovían células 
multinucleadas o poliploides (Matsumura, 1980). En la actualidad, está ampliamente documentado que 
las alteraciones cromosómicas se acumulan tras la expansión celular en cultivo y que esta se produce en 
una variedad de tipos celulares humanos incluyendo las células madre adultas, embrionarias y las 
denominadas iPS (Ben-David et al., 2011; Estrada et al., 2011; Hussein et al., 2011; Narva et al., 2010; 
Peterson et al., 2011; Vanneste et al., 2009; Yurov et al., 2005). 
 
 Cuando las células se ven sometidas a una situación de estrés como son las condiciones 
estándar de cultivo; la supervivencia celular depende de la habilidad de estas para adaptarse o resistir a 
las condiciones ambientales estresantes (Finkel & Holbrook, 2000). Esta habilidad está supeditada al 
fondo genético de la célula o a la adquisición de desordenes genéticos que pudiesen proporcionar un 
ventaja adaptativa en las condiciones de crecimiento (Baker et al., 2007). De forma alternativa, si la 
célula no es capaz de adaptarse a los insultos generados por el ambiente, estas pueden responder al 
estímulo entrando en apoptosis o senescencia (Ott et al., 2007). Recientes trabajos demuestran que en 
cultivos celulares de larga duración esencialmente de células madre pluripotenciales (las cuales no 
sufren senescencia replicativa en cultivo), se producen alteraciones genéticas y epigenéticas que son 
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detectadas de forma recurrente y que podrían ser consecuencia de una selección celular de aquellos 
clones que han adquirido alteraciones genéticas que les confieren una ventaja de adaptabilidad al 
medio de cultivo (Baker et al., 2007; Ben-David et al., 2011; Draper et al., 2004; Hussein et al., 2011; 
Narva et al., 2010; Peterson et al., 2011; Spits et al., 2008). 
 
 Indiscutiblemente, la presencia de cualquier tipo de alteración génica además de poder 
contribuir al proceso de transformación, también favorece la disfunción celular o la promoción de la 
senescencia. Por tanto, el establecimiento de una anomalía genética durante el cultivo, limitará el uso 
clínico de las células tanto por motivos de bioseguridad como de funcionalidad. Para el mantenimiento 
de hMSC in vitro, es de gran relevancia controlar y desarrollar las condiciones óptimas de cultivo que 
minimicen al máximo el riesgo de aparición de este tipo de alteraciones. El resultado de estos avances, 
permitirá garantizar la producción de lotes celulares con una alta viabilidad, óptima preservación del 

















































Formulación y justificación del problema  
 
 En la actualidad, la expansión in vitro de las células madre mesenquimales humanas (hMSC) es 
requerida en la gran mayoría de intervenciones clínicas que usan este tipo de células para el tratamiento 
de diferentes patologías asociada con la regeneración tisular. Este proceso de expansión celular, hace 
necesario ahondar en el estudio de los agentes que interfieren en el mantenimiento celular ex vivo y de 
cómo éstos perturban la homeostasis natural de la célula. El estrés oxidativo derivado de las 
inapropiadas condiciones de cultivo, es uno de los parámetros más deletéreos sobre la utilidad de las 
células; por lo tanto, el estudio del efecto de este parámetro sobre las estructuras subcelulares y 
moleculares junto con los mecanismos de respuesta que las células poseen ante estos efectos nocivos, 
permitirán comprender mejor el fenómeno de la senescencia celular en cultivo y mejorar los 
procedimientos de expansión actuales para aumentar la eficacia de la terapia en la clínica.  
 
 Con objeto de entender a un nivel más académico el fenómeno de la senescencia, creemos 
necesario estudiar los cambios moleculares subyacentes al fenómeno y los mecanismos que los 
originan. La caracterización de los cambios bioquímicos, citogenéticos y transcripcionales que se 
produzcan durante tiempos prolongados de cultivo, nos permitirá identificar y validar nuevos 
biomarcadores de senescencia celular que servirán como una herramienta adicional para realizar un 
control de calidad más riguroso y fiable de las células madre expandidas in vitro.  
 







1. Caracterizar la influencia de la tensión de oxígeno próxima a la fisiológica (3%O2) sobre el 
proceso senescencia celular de las hMSC en cultivo; evaluando los efectos sobre la producción 
de ROS, capacidad proliferativa, acortamiento telomérico, inestabilidad genética y expresión 
génica. 
 
2. Determinar el posible mecanismo involucrado en la reducción de la inestabilidad genética en 
los cultivos de hMSC crecidos al 3%O2. 
 
3. Estudiar el papel de la aneuploidía en la senescencia celular y su relación con el estrés oxidativo 
en cultivo. 
 
4. Evaluar el papel de la telomerasa sobre el crecimiento de las hMSC en condiciones estándar de 
cultivo (21%O2) y su relevancia en el control de la estabilidad genética. 
 
5. Identificar y validar nuevos biomarcadores putativos de senescencia celular en cultivo, que nos 
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I. Los cultivos celulares al 3%O2 mejoran la proliferación celular y retrasan la senescencia de las hMSC 
 
Adquirimos cuatro muestras de hMSC primarias derivadas de tejido adiposo pertenecientes a 
diferentes donantes adultos sanos, de sexo femenino con edades comprendidas entre 35 y 45 años de 
edad. Las muestras fueron expandidas durante tiempos prolongados en condiciones estándar de cultivo 
a tensión de oxígeno atmosférica (21%O2) y a tensión de oxígeno próxima a la fisiológica (3%O2). A lo 
largo del proceso de expansión, se evaluaron diversos parámetros relacionados con el fenómeno de la 
senescencia celular, los cuales describiremos a continuación.  
 
 
1.1 Caracterización fenotípica y multipotencial de las hMSC 
 
 Para corroborar las potenciales propiedades regenerativas de las células suministradas por la 
casa comercial, decidimos caracterizar fenotípicamente mediante citometría de flujo la expresión de los 
clásicos antígenos de superficie específicos para las células madre mesenquimales (CD29, CD44, CD90, 
CD105, CD11b, HLADR, CD19 y CD45). Pudimos confirmar que las cuatro líneas de hMSC eran positivas 
para CD29, CD44, CD90 y CD105 y negativas para CD11b, HLADR, CD19 y CD45 (figura r1A) presentando 
el patrón de expresión característico de las células madre mesenquimales humanas (Kolf et al., 2007). A 
su vez, realizamos ensayos de diferenciación in vitro a pase temprano, hacia tejido óseo y adiposo para 
comprobar la capacidad  multipotencial de las células. La capacidad de diferenciación osteogénica y 
adipogénica de las cuatro líneas tras 21 días de exposición a los agentes inductores de diferenciación en 
cultivo fue confirmada, ya que las muestras presentaron una tinción positiva para rojo Alizarin, 
marcador de depósitos de calcio (Pittenger et al., 1999) en el caso de diferenciación a tejido óseo y para 




1.2 El crecimiento de las hMSC a presiones de oxígeno próximas a las fisiológicas (3%O2) mejora el 
potencial proliferativo de las hMSC 
 
 Una vez confirmada la multipotencialidad en nuestro modelo celular, procedimos a cultivar las 
cuatro líneas de hMSC por largos periodos de tiempo en condiciones estándar de cultivo a dos presiones 
parciales de oxígeno; 21%O2 (presión atmosférica) y 3%O2 (presión próxima a la fisiológica) (ver sección 
de materiales y métodos). Durante este periodo se analizó la tasa de proliferación celular y se hicieron 
curvas de crecimiento para establecer la cinética de proliferación en ambas condiciones (figura r2A). En 
primera instancia, pudimos constatar que el cultivo al 3%O2 promueve una mayor tasa de proliferación 
celular durante las primeras cinco semanas de cultivo (5 pases) y que tras este periodo de tiempo, la 
tasa de recambio celular disminuye considerablemente en amabas condiciones de oxígeno (figura r2B). 
La media en el aumento de la tasa de replicación celular al 3%O2 respecto al 21%O2 durante las primeras 
cinco semanas, fue de 0,1644± 0,035 divisiones celulares/día (p=0,010; T-test pareado) (figura r2B y 
r2C) y la media de divisiones celulares totales durante ese mismo periodo, fue de 16,73± 1,22 DC en 
células crecidas al 3%O2 y de 10,98± 0,86 DC en células crecidas al 21%O2 (p=0,01; T-test pareado) 
(figura r2A); dejando como resultado, un exceso de divisiones celulares de aproximadamente 6 ciclos 
celulares de replicación más al 3%O2 que al 21%O2. Estos datos indican, que si por ejemplo, tras el 
lipoaspirado inicial partiéramos de un número relativamente bajo de hMSC (por ejemplo: 1x104 
hMSC/explante); en tan sólo 5 semanas de cultivo, obtendríamos teóricamente mas de 1x109 células en 
los cultivos desarrollados al 3%O2, mientras que al 21%O2 sólo llegaríamos a obtener 2x10
7 células en el 
mismo periodo de tiempo. Por lo tanto, durante los primeros cinco pases de crecimiento in vitro, los 
cultivos de hMSC desarrollados al 3%O2 aumentan la producción celular hasta en 50 veces más el 

















Figura r1. Caracterización fenotípica y capacidad de diferenciación de las hMSC 
 A) Caracterización fenotípica de las hMSC mediante citometría de flujo usando anticuerpos específicos contra 
antígenos de superficie y marcados con fulorescencia. El análisis muestra que las hMSC son positivas para la expresión de los 
antígenos de superficie CD29, CD44, CD90 y CD105 y negativas para la expresión de CD11b, HLA DR, CD19 y CD45, siguiendo un 
patrón de expresión característico de hMSC (Dominici et al., 2006). Los histogramas grises representan la señal de los respectivos 
controles de isotipo de cada anticuerpo y los histogramas delineados en negro representan la señal de expresión para cada 
antígeno de superficie. Se muestran los histogramas representativos de una de las líneas de hMSC (n=4) B) diferenciación 
osteogénica y adipogénica de las hMSC usando medios condicionados con factores de diferenciación, seguido de la tinción con 
rojo Alizarin S para tejido óseo y acetite rojo O para tejido adiposo. Los controles negativos se llevaron acabo mediante el cultivo 




 Por otro lado, observamos que durante las 22 semanas que duró la monitorización del ensayo 
de crecimiento celular in vitro, las células crecidas al 3%O2 se dividieron un total de 35,48± 0,96 veces, 
mientras que al 21%O2 sólo se llegaron a dividir 28,68± 1,3 veces, evidenciando un aumento claro de la 
vida media del cultivo en aproximadamente 6,8 veces más en condiciones de bajo oxígeno (p=0,0021; T-
test pareado) (figura r2A y r2D). A pesar del incremento en el crecimiento acumulado observado en las 
condiciones de bajo oxígeno, las curvas de proliferación muestran claramente que las células alcanzan la 
senescencia tras los 22 pases y que ninguna de ellas presenta signos de inmortalización espontánea en 
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Figura r2.  El cultivo al 3%O2 incrementa el potencial proliferativo de las hMSC 
 A) Curvas de crecimiento de las cuatro líneas de células madre mesenquimales humanas (hMSC) cultivadas al 3%O2 
(líneas azules) y al 21%O2  (líneas rojas) mostrando el número de divisiones celulares acumuladas a lo largo de 22 pases. Todas las 
líneas alcanzaron la senescencia celular alrededor del pase 15 en ambas condiciones de oxígeno y no se observaron procesos de  
inmortalización espontánea durante este periodo B) tasa media de proliferación celular por día en cada uno de los pases durante 
los primeros 10 pases de cultivo, en las  hMSC crecidas al  21%O2 y  al 3%O2. Sólo se observaron diferencias significativas desde el 
pase 2 al pase 5 de cultivo C) tasa media de proliferación celular por día durante los primeros 5 pases de cultivo en las hMSC 
crecidas al 21%O2 y al 3%O2  D) media del número de divisiones celulares totales alcanzado por las cuatro líneas de hMSC al 21%O 2 
y al 3%O2, tras 22 pases de cultivo. Todos los experimentos se realizaron en las cuatro líneas independientes de hMSC y los datos 
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1.3  El crecimiento de hMSC al 3%O2 retrasa la senescencia celular en cultivo 
 
 Durante las primeras semanas de cultivo, las células conservaron una apariencia morfológica 
similar en ambas condiciones de oxígeno pero tras subsecuentes pases y un tiempo prolongado de 
cultivo, las células comenzaron a sufrir cambios fenotípicos adoptando una morfología alargada, 
expandida y aplanada característica de la senescencia celular (Campisi, 2000). Procedimos a comprobar 
cual era el efecto del cultivo a baja concentración de oxígeno sobre la senescencia de las hMSC 
mediante la detección de la actividad de la enzima lisosomal SA--gal (Kurz et al., 2000). Confirmamos 
que a pases medios de cultivo (pase 7), las células crecidas a bajas concentraciones de oxígeno (3%O2) 
presentaban una menor acumulación significativa de células SA--gal positivas que a concentraciones de 
oxígeno suprafisiológicas (21%O2), mostrando un 20,61± 1,4% de células SA--gal positivas al 3%O2 y un 





Figura r3. Cultivos al 3%O2 disminuyen la senescencia replicativa 
 A) Media del porcentaje de células SA--gal positivas de las cuatro líneas de hMSC crecidas al 21%O2 y al 3%O2 a pases 
medios de cultivo (pase 7). La acumulación de células SA--gal positivas a bajas concentraciones de oxígeno es significativamente 
menor que al 21%O2. Los datos se muestran en medias  SEM. (P* < 0,05; T test pareado) B) imágenes representativas de la 
presencia de células SA--gal positivas en los cultivos de hMSC crecidos en ambas condiciones de oxígeno. Barra de escala, 50m. 
 
 
II. El crecimiento de las hMSC al 3%O2 reduce el estrés oxidativo, el daño en el ADN y el acortamiento 
telomérico en cultivo  
 
 
2.1 El crecimiento de las hMSC al 3%O2 reduce el estrés oxidativo en las células 
 Uno de los principales factores inductores de la senescencia celular que afecta a las células 
primarias humanas en cultivo, es el estrés oxidativo (Serrano& Blasco, 2001). Para comprobar si la 
proliferación celular de las hMSC derivadas de tejido adiposo, puede verse afectada por la formación de 
especies reactivas del oxigeno (ROS) en cultivo, analizamos mediante citometría de flujo los niveles de 
anión superóxido (O2
-) presente en el citoplasma celular de las hMSC crecidas en las dos condiciones de 
oxígeno. Para ello, utilizamos un indicador relativo fluorescente del contenido de los niveles de esta 
especie, denominado di-hidroetidina (DHE) y que es capaz de reaccionar directamente con el radical O2
-  
emitiendo fluorescencia a 630nm tras su oxidación. Evaluamos los niveles de DHE oxidada en los cuatro 
donantes y en las dos condiciones de oxígeno en tres puntos diferentes a lo largo del cultivo (pase 
temprano (p1-p5), pase medio (p5-p10) y pase tardío (>p10)). Los resultados demuestran que las hMSC 
crecidas al 21%O2 presentan un aumento en la acumulación de los niveles de anión O2
- a lo largo de 
todos los pases y que este aumento se produce de una forma gradual en ambas condiciones de oxígeno, 
siendo mas pronunciada y con mayor dispersión al 21%O2 (figura r4A). Estos datos indican, que los 
cultivos de hMSC desarrollados a concentraciones de oxígeno más fisiológicas mantienen un menor 
grado de producción de ROS y que por lo tanto son menos susceptibles de sufrir los potenciales efectos 
deletéreos causados por estas especies. Para confirmar que el incremento en los niveles de ROS 
presentes al 21%O2 podrían ser causa de un mayor daño oxidativo en la célula, medimos los niveles de 
oxidación de proteínas por detección de carbonilos (Levine et al., 1994) y de peroxidación de lípidos por 
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detección de malondialdehídos (MDA) (Wong et al., 1987). Comparamos las líneas de hMSC crecidas en 
ambas tensiones de oxígeno a pases medios de cultivo (p5-p8; 18± 2 divisiones celulares) y confirmamos 
que el crecimiento al 21%O2 fomenta la acumulación de oxidación de proteínas un 29% (p=0,016; T-test 
pareado) y la peroxidación de lípidos un 107% (p=0,066, T-test pareado) en comparación con las líneas 






Figura r4. Los cultivos celulares desarrollados al 3%O2 disminuyen el estrés oxidativo durante el cultivo  
 A) Detección de los niveles del radical superóxido (O2
-
) mediante citometría de flujo por tinción fluorescente con Di-
hidroetidio (DHE). Se analizaron los cultivos de hMSC crecidos al 21%O2 (histogramas grises) y al 3%O2 (histogramas rayados) a 
pase temprano (p1-p5), medio (p5-p10) y tardío de cultivo (>p10). Los niveles de acumulación del radical O2
-
 fueron superiores en 
las células mantenidas al 21%O2 a tiempos similares de cultivo y presentaron a su vez un mayor aumento de acumulación del 
radical O2
- 
con los pases que en los cultivos desarrollados en condiciones de bajo oxígeno. En la figura, se muestran los 
histogramas representativos de una de las líneas independientes de hMSC (n=4) B) detección de los derivados de grupos carbonilo 
de proteínas oxidadas y de MDA de peróxidos lipídicos en las cuatro líneas de hMSC crecidas al 21%O2 y 3%O2. Los datos revelan, 
que los cultivos celulares desarrollados al 3%O2 reducen significativamente los niveles de acumulación de los subproductos 
derivados del estrés oxidativo. Los datos se representan como medias  SEM de las cuatro líneas independientes de hMSC. (P* < 
0,05; T test pareado). 
 
 
2.2 El crecimiento de las hMSC al 3%O2 reduce el daño en el ADN 
 
 Se ha demostrado que el estrés oxidativo, además de promover la oxidación de proteínas y la 
peroxidación de lípidos, induce daño en el ADN (Chen et al., 1995; Chen et al., 2001). Para determinar si 
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los elevados niveles de estrés oxidativo derivados de los cultivos desarrollados al 21%O2 son suficientes 
para generar una mayor genotoxicidad celular, analizamos por inmunofluorescencia la acumulación de 
focos de la proteína 53BP1 a nivel nuclear (clásico marcador específico de DSB) (Fernandez-Capetillo et 
al., 2002; Schultz et al., 2000) a pases medios de cultivo (p5-p8; 18± 2 divisiones celulares). El análisis 
demostró que las hMSC crecidas al 21%O2 mantienen una mayor acumulación de este tipo de daño 
respecto a las células cultivadas al 3%O2. Observamos que al 21%O2 las hMSC presentan un 63,31± 
0,11% de células positivas para focos de 53BP1 mientras que al 3%O2 las células mantienen un 44,68± 
6,8% de focos para éste marcador (p=0,013, T-test pareado) (figura r5A y r5C). Al analizar en mayor 
detalle el numero de focos por célula, comprobamos que las células crecidas a elevadas tensiones de 
oxígeno retienen un mayor numero de focos por célula que cuando son cultivadas a concentraciones de 
oxígeno más fisiológicas, presentando niveles de 1,37± 0,4 focos/célula al 21%O2 y de 0,69± 0,11 
focos/célula al 3%O2, aunque sin presentar diferencias significativas (p=0,15; T-test pareado) (figura r5B 
y r5C). Estos datos comprueban que los cultivos llevados a cabo en condiciones de oxígeno hiperóxicas, 
fomentan el daño genético y aumentan el número de asociaciones protéicas a modo de focos de daño 





Figura r5. Los cultivos al 3%O2 reducen el daño en el ADN  
A) Cuantificación de células positivas para focos nucleares de la proteína 53BP1 en las cuatro líneas independientes de hMSC 
crecidas al 21%O2 y al 3%O2 a pases medios de cultivo (18±2 divisiones celulares). Se observa una reducción significativa del 
porcentaje de células positivas para este marcador al 3%O2 (P* < 0,05; T test pareado) B) cuantificación del número medio de 
focos por núcleo para 53BP1, al 21%O2 y al 3%O2 en las cuatro líneas de hMSC, mostrando una tendencia a reducir el número de 
focos por célula en los cultivos desarrollados al 3%O2. Los datos se representan como medias  SEM C) imágenes representativas 
de células crecidas al 21%O2 y al 3%O2 marcadas con un anticuerpo específico para 53BP1 (amarillo) y núcleos contrateñidos con 
DAPI (azul). Se muestra como control positivo células irradiadas con 10Gy. Las flechas blancas indican focos individualizados. Los 
recuadros de la esquina superior izquierda de cada foto muestran una ampliación representativa de los núcleos en cada condici ón. 
Barra de escala, 10m. 
 
 
 Para comprobar si el aumento del estrés oxidativo generado al 21%O2, además de producir un 
incremento en la acumulación de roturas de doble hebra (Focos de 53BP1), también se traduce en una 
mayor activación del mecanismo de respuesta a daño en el ADN (DDR), medimos la presencia de dos de 
las proteínas partícipes en la respuesta DDR, P21 y P53. Mediante Western-blot, cuantificamos los 
niveles de acumulación proteica para P21 y P53 en ambas condiciones de oxígeno  en las cuatro líneas 
de hMSC a pases medios de cultivo (p5-p8; 18± 2 divisiones celulares). Los resultados de la 
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cuantificación por densitometría, demostraron que los niveles de P53 están incrementados un 32% en 
condiciones de alto oxígeno (p=0,026) (figura r6A y r6B) y que los niveles de P21 están robustamente 
incrementos en aproximadamente un 275% (p=0,0018) (figura r6A y r6B) en esta misma condición. 
Estos datos sugieren que los mayores niveles de estrés oxidativo presentes en las células cultivadas al 
21%O2, potencialmente están activando las vías de prevención y respuesta a daño genotóxico a través 
de la acumulación de la proteína supresora de tumores P53 y al menos una de sus dianas 





Figura r6. Los cultivos al 21%O2 mantienen elevados niveles de P21 y P53 
 A) Western-blot de P21 y P53 para las cuatro líneas de hMSC crecidas al 21%O2 y al 3%O2 a pases medios de cultivo 
(18±2 divisiones celulares) mostrando un leve incremento de los niveles de P53 y un fuerte incremento de los niveles de P21 al 
21%O2 B) cuantificación densitométrica del Western-blot para P21 y P53, normalizados frente al control de carga  actina. Todos 
los datos se representan como medias  SEM (P* < 0,05; T test pareado). 
 
 
2.3. El crecimiento de las hMSC al 3%O2 retrasa el acortamiento telomérico  
 
 Prácticamente ninguna célula humana primaria adulta expresa suficientes niveles de 
telomerasa para poder replicarse indefinidamente, lo cual las hace susceptibles de sufrir un progresivo 
acortamiento telomérico con las divisiones celulares permitiendo su entrada en senescencia (Harley et 
al., 1990). Decidimos investigar si la senescencia celular generada en nuestro modelo celular era 
consecuencia del acortamiento telomérico producido por las divisiones celulares y si éste a su vez, 
podría estar influenciado por los altos niveles de estrés oxidativo presentes al 21%O2. Con este fin, 
cuantificamos la longitud telomérica media de las cuatro líneas de hMSC a pase temprano (p2) y a pase 
tardío (p15) de cultivo en las dos condiciones de oxígeno. Dado que a pases tardíos la tasa de 
proliferación celular y por tanto el número de células en metafase es extremadamente bajo, decidimos 
evaluar la longitud telomérica media en células en interfase (de Pauw et al., 1998). Se hibridaron 
núcleos celulares en interfase con sondas PNA (PNA, Peptide Nucleic Acid) específicas para regiones 
teloméricas y cuantificamos la longitud de los telómeros mediante la técnica de cuantificación de 
fluorescencia por hibridación In situ Q-FISH (Q-FISH, Quantitative Fluorescent in situ hybridization). Los 
resultados mostraron que durante el cultivo celular prolongado se produce un acortamiento telomérico 
en amabas condiciones de oxígeno, siendo este más acentuado en cultivos desarrollados a elevadas 
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tensiones de oxígeno (21%O2) (figura r7A). La cuantificación reveló que la longitud telomérica media de 
las hMSC al 21%O2 a pase 2 y pase 15 es de 8,43± 1,28 y 3,76± 0,7 kb, respectivamente y que la longitud 
telomérica media al 3%O2 a pase 2 y pase 15 es de 8,21± 1,1 y 5,04± 0,95 kb, respectivamente (figura 
r7A y r7B). Del mismo modo, se observo que tras 15 pases de cultivo, las células crecidas al 3%O2 
mantuvieron una longitud telomérica media mayor a pesar de haber sufrido un incrementado número 
de divisiones celulares (25,78± 0,90 DC al 21%O2 y 33,39± 1,33 DC al 3%O2; aprox. 7,6 veces divisiones 
celulares más) (figura r7A, r7B y r7D) y que cuando estimamos la media de la tasa de acortamiento 
telomérico en ambas condiciones de cultivo, los cultivos de hMSC desarrollados al 21%O2 mantienen 
una tasa de acortamiento telomérico de aproximadamente un 24% mayor que al 3%O2 (p=0,015), 
siendo ésta de 0,47± 0,061 kb/DC para los cultivos al 21%O2 y de 0,37± 0,046 kb/DC en los cultivos al 
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Figura r7. Los cultivos al 3%O2 reducen la tasa de acortamiento telomérico 
 A) Análisis de la longitud telomérica media mediante Q-FISH en interfase a pase 2 y pase 15 de cultivo para las cuatro 
líneas independientes de hMSC, cultivadas a ambas tensiones de oxígeno. La longitud telomérica se representa en función de las 
divisiones celulares acumuladas en cada una de las líneas. Las unidades de fluorescencia relativa fueron ajustadas a kpb mediante 
la interpolación de las unidades de fluorescencia relativa de cada una de las líneas, sobre una recta patrón diseñada con líneas 
celulares de longitud telomérica estable y conocida (TIN2 y TIN2-13) (Kim et al., 1999; Rubio et al., 2002). Las imágenes de la 
derecha muestran una tinción representativa de la intensidad de fluorescencia de las sondas específicas para las regiones 
teloméricas (Rojo) a pase 2 y pase 15. Barra de escala, 10m B) media de la longitud telomérica a pase 2 y pase 15 de las cuatro 
líneas de hMSC crecidas en las dos condiciones de oxígeno. La cuantificación revela una menor longitud telomérica media al 
21%O2 tras 15 pases de cultivo C) estimación de la tasa de acortamiento telomérica al 21%O2 y al 3%O2 en kpb por división celular 
(DC). Los cultivos celulares crecidos al 21%O2 ostentan una mayor tasa de acortamiento telomérico de aproximadamente un 24% 
mayor que al 3%O2 D) número medio de divisiones celulares a los 15 pases de cultivo de las cuatro líneas de hMSC crecidas al 
21%O2 y al 3%O2. Al 3%O2 las células exhibieron 7,6 rondas de divisiónes celulares más que al 21%O2. En todos los casos, los datos 
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III. La sobreexpresión ectópica de la subunidad catalítica de la telomerasa (hTERT) inhibe la 
senescencia replicativa de las hMSC en cultivo 
 
 Con el fin de estudiar en mayor detalle la relación existente entre el acortamiento telomérico y 
la senescencia replicativa en nuestro modelo celular, decidimos transducir las cuatro líneas de hMSC 
crecidas al 21%O2 con un vector lentiviral que contenía un constructo para la sobreexpresión de la 
subunidad catalítica de la telomerasa humana (hTERT), que como se ha descrito, es uno de los 
componentes enzimáticos encargados de mantener la longitud de los telómeros. La transducción se 
confirmo, a través del análisis de expresión del tránscrito (ARNm) de hTERT por PCR cuantitativa 
mediante utilización de ensayos TaqMan. La cuantificación reveló, que sólo dos de las cuatro líneas de 
hMSC transducidas (ft34 y ft40) presentaban una expresión cuantificable del ARNm y que ninguna de las 
líneas control era capaz de expresar el tránscrito a pases tempranos de cultivo (pase 2) (figura r8A). Para 
constatar si la sobre expresión de hTERT conducía a un aumento en la actividad de esta enzima, 
decidimos medir la actividad enzimática de la telomerasa mediante un ensayo TRAP (Telomeric Repeat 
Amplification Protocol), en los mismos pases en los que se cuantifico la expresión del ARNm de hTERT. 
Comprobamos que la actividad telomerasa para las dos líneas de hMSC transducidas (ft34hTERT y 
ft40hTERT) fue de 11 y 60 veces más que en sus respectivos controles (figura r8B y r8C) y que la 
actividad enzimática entre líneas no transducidas no manifestaba diferencias significativas apreciables. 
 
 Tras observar el aumento de la actividad telomerasa en las células transducidas, decidimos 
comprobar el potencial efecto de la sobreexpresión de hTERT sobre la longitud telomérica. Mediante la 
hibridación de metafases con sondas PNA (PNA, Peptide Nucleic Acid) específicas para regiones 
teloméricas, cuantificamos la longitud telomérica media usando la técnica de cuantificación de 
fluorescencia por hibridación In situ Q-FISH (Q-FISH, Quantitative Fluorescent in situ hybridization). La 
cuantificación revelo que las células transducidas con hTERT a pase 17 (12 pases después de la 
infección) presentaban una longitud telomérica media de aproximadamente 16,09± 6,0 kpb para ft34 
hTERT y de 14,16±4,4 kpb para ft40 hTERT, mientras que las células sin transducir exhibían una longitud 
telomérica media de tan sólo 5,54± 1,1 kpb para ft34 y de 5,50± 0,9 kpb para ft40 a pase 9 de cultivo 
(figura r8D). Estos datos confirman, que efectivamente la transducción con la subunidad catalítica de la 
telomerasa en las hMSC, tiene un impacto positivo sobre el mantenimiento de la longitud de los 
telómeros y que ésta es capaz de aumentar la longitud de los telómeros en aproximadamente tres veces 
más respecto a las células sin infectar. Finalmente, constatamos que la sobreexpresión de hTERT en las 
hMSC conduce a la inmortalización celular, ya que tras algunos pases en cultivo (aprox.  pase 9 – 10)   se 
apreciaron claras divergencias en las curvas de crecimiento y un evidente escape de la senescencia 
replicativa, confirmada por la elevada tasa de proliferación celular continuada a lo largo de 21 pases 
(figura r9A). La ausencia de senescencia replicativa en los cultivos de hMSC transducidas, fue 
corroborada mediante análisis de detección de células senescentes SA--gal positivas a pases tardíos de 
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Figura r8. La expresión ectópica de hTERT alarga la longitud telomérica 
 A) Gráfica de PCR cuantitativa de la expresión relativa de ARNm para la subunidad catalítica de la telomerasa humana 
(hTERT) en hMSC inmortalizadas a pase 9 y sin inmortalizar a pase temprano (pase 2). Sólo dos de las líneas transducidas con 
hTERT mostraron expresión cuantificable del tránscrito y en el resto de líneas no se detectó aplificación mediante la técnica  usada  
B) gráfica de PCR cuantitativa para el producto de amplificación de la telomerasa mediante ensayo TRAP (Herbert et al., 2006) en 
hMSC inmortalizadas  pase 9 y sin inmortalizar a pase 2 junto con una línea celular Ramos telomerasa positiva y las mismas líneas 
con la enzima telomerasa inactivada C) cuantificación relativa de la actividad telomerasa para las líneas ft34 y ft40 transducidas a 
pase 9 y sin transducir a pase 2 junto con sus respectivos controles. Los experimentos se realizaron por triplicado para cada una de 
las líneas independientes de hMSC analizadas D) análisis de la longitud telomérica media, mediante Q-FISH en metafase de las 
hMSC ft34 y ft40 a pase 9 y ft34hTERT y ft40hTERT a pase 17. Cada símbolo representa la media de intensidad de fluorescencia de 
los telómeros de cada metafase analizada. Las unidades de fluorescencia relativa fueron ajustadas a kpb por comparación con 
líneas control de fibroblastos con longitudes teloméricas estables y conocidas (TIN2 y TIN2-13) (Kim et al., 1999; Rubio et al., 
2002). Las imágenes de la derecha muestran metafases representativas de las hMSC transducidas y sin transducir. Las metafases 
fueron teñidas con sondas PNA teloméricas (rojo) y sondas PNA centroméricas (verde) y el recuadro de la esquina superior 
derecha muestra una amplificación de uno de los cromosomas de la metafase correspondiente. Barra de escala, 10m. En todos 
los casos cuantificables, los datos se muestran en medias  SEM. 
Resultados  
 








Figura r9. L a expresión ectópica de hTERT inhibe la senescencia replicativa 
 A) Curvas de crecimiento de las dos líneas independientes de hMSC inmortalizadas con hTERT. Las curvas revelan un 
crecimiento continuado de las hMSC transducidas por mas de 50 divisiones celulares a lo largo de 21 pases de cultivo, en contraste 
con las líneas control sin transducir que alcanzan la senescencia replicativa en ambas tensiones de oxígeno B) porcentaje medio de 
células SA--gal positivas de las cuatro líneas de hMSC sin infectar a pase 7 de cultivo y de las dos líneas de hMSC transducidas con 
hTERT a pase 30. Los datos reflejan la total eliminación de la presencia de células SA--gal positivas tras la sobreexpresión de 
hTERT en el cultivo. Las Imágenes de la derecha, muestran áreas representativas de los cultivos de hMSC crecidas al 21%O 2 
transducidas y sin transducir con hTERT y teñidas con el compuesto orgánico cromogénico X-gal. Los datos se representan como 
medias  SEM. Abreviaturas: X-gal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido.  
 
 La actividad telomerasa es el principal mecanismo de mantenimiento de la longitud telomérica 
(Blackburn, 1991). Como constatamos anteriormente, los cultivos celulares desarrollados a 
concentraciones de oxígeno próximas a la fisiológica (3%O2) poseen una menor tasa de acortamiento 
telomérico pero también una mayor tasa de proliferación celular. Este efecto podría atribuirse a que el 
bajo oxígeno esta promoviendo un aumento en la actividad telomerasa o a que los reducidos niveles de 
estrés oxidativo favorecen el mantenimiento de la longitud del telómero. Por esta razón, decidimos 
comprobar si las hMSC en cultivo poseen alguna actividad telomerasa basal y si ésta podría estar 
potencialmente influenciada por las condiciones de oxígeno.  
 
 Como se observó anteriormente, las hMSC a pase temprano (pase 2) en ninguna de las dos 
condiciones de oxígeno exhiben expresión alguna del tránscrito para la subunidad catalítica de la 
telomerasa (hTERT) (figura r8A). Sin embargo, los datos de la cuantificación de la actividad enzimática, 
demuestran que bajo estas condiciones es posible establecer valores potencialmente cuantificables, 
aunque bajos, de la actividad de esta enzima (figura r8B); por esta razón decidimos comprobar si estos 
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valores eran mayores que los presentados en otras líneas celulares primarias comprometidas y sin 
capacidad multipotencial. Para ello, llevamos acabo un ensayo TRAP a pases tempranos de cultivo (pase 
< 5) comparando la actividad telomerasa presente en hMSC crecidas al 21%O2 y fibroblastos humanos, 
crecidos en esa misma condición y los cuales son comúnmente considerados como telomerasa 
negativos. Los resultados demostraron que las hMSC poseen niveles basales de actividad telomerasa 
similares a los encontrados en los fibroblastos humanos crecidos en condiciones estándar de cultivo 
(21%O2) (figura r10A y r10B). Para conocer el potencial efecto que podría ejercer la concentración de 
oxígeno sobre la actividad telomerasa, cuantificamos la actividad de esta enzima a pases tempranos de 
cultivo (pase < 5), comparando células crecidas en ambas condiciones de oxígeno (figura r10C y r10D). 
Los datos revelaron, que el oxígeno no ejerce ningún efecto significativo sobre la actividad basal de la 
telomerasa ya que no se observó diferencia alguna entre las células crecidas a diferentes presiones 
parciales de oxígeno. Tomados en su conjunto, los datos anteriormente presentados, sugieren que el 
aumento en la tasa de acortamiento telomérico presente en los cultivos de hMSC crecidos al 21%O2 es 
principalmente promovida por el aumento del estrés oxidativo observado en esta condición y no como 





Figura r10. Las hMSC poseen reducida actividad telomerasa y ésta no es influenciada por la tensión de oxígeno en el cultivo  
 A) Gráfica de PCR cuantitativa para el producto de amplificación de la telomerasa mediante ensayo TRAP, comparando 
fibroblastos humanos y hMSC crecidas al 21%O2. Como control positivo de la actividad telomerasa su usaron las líneas 
transducidas con hTERT B) cuantificación del ensayo TRAP representado en A) mostrando los valores relativos de las CTs para cada 
tipo celular (Fibroblastos humanos y hMSC) C) gráfica de PCR cuantitativa para el producto de la amplificación de la telomerasa 
mediante ensayo TRAP, comparando hMSC crecidas al 21%O2 y al 3%O2 D) cuantificación del ensayo TRAP representado en C) 
mostrando los valores relativos de las CTs para cada condición de oxígeno. Células hMSC transducidas con hTERT fueron usadas 
como controles positivos para los ensayos TRAP. Todos los experimentos se realizaron por triplicado con las cuatro líneas 
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IV. Los cultivos de hMSC desarrollados al 3%O2 y la sobreexpresión de hTERT reducen la inestabilidad 
genética  
 
 La consecuencia más dramática del daño en el ADN o la disfunción telomérica, es la aparición 
de aberraciones cromosómicas estructurales como roturas, translocaciones o fusiones cromosómicas, 
las cuales dejan una perdida o ganancia considerable de material genético (Artandi et al., 2000; Obe et 
al., 2002; Pfeiffer et al., 2000) que pueden promover cambios en la expresión génica que alteren la 
homeostasis natural de la célula y faciliten su malignización. Por lo tanto, el estudio y control de este 
tipo de anormalidades génicas en los cultivos de hMSC es fundamental para el desarrollo de una 
adecuada terapia celular y poder así emplear estas células en la clínica. 
  
 
4.1 El crecimiento de las hMSC al 3%O2  y la sobreexpresión de hTERT reducen la aparición de 
aberraciones cromosómicas estructurales  
 
 Para identificar la relevancia que poseen estos desórdenes genéticos en nuestro modelo celular 
(hMSC) y esclarecer la relación que poseen con el alto nivel de estrés oxidativo presentado en 
condiciones estándar de cultivo (21%O2), decidimos llevar acabo un detallado estudio citogenético 
comprobando la presencia de aberraciones cromosómicas estructurales en metafase. Mediante el uso 
de sondas PNA teloméricas y centroméricas, teñimos metafases procedentes de las hMSC crecidas a 
ambas condiciones de oxígeno a pases medios de cultivo (p5-p8; 18± 2 divisiones celulares) y analizamos 
la presencia de las siguientes alteraciones cromosómicas: cromosomas dicéntricos, roturas de 
cromátidas y fusiones cromosómicas (ver apartado 5.2.3 de la sección de materiales y métodos), todas 
ellas indicadoras de daño genotóxico y derivadas de la formación de DSB (revisado en (Martinez& 
Blasco, 2011)). Evidenciamos, que las células crecidas al 3%O2 exhibían una reducción no significativa del 
número total del porcentaje de aberraciones cromosómicas en metafase, en aproximadamente dos 
ordenes de magnitud respecto a las hMSC crecidas a elevadas tensiones de oxígeno (figura r11A). Cada 
una de las alteraciones analizadas, reflejó una reducción en su incidencia en los cultivos al 3%O2, siendo 
de 2 veces menor para las fusiones cromosómicas, 1,5 veces menor para las roturas de cromátida y 2,6 
veces menor para la formación de cromosomas dicéntricos; presentando estas últimas una diferencia 
significativa (p=0,048, T-test pareado) (figura r11A). Estos datos confirman que el crecimiento de las 
hMSC al 21%O2, además de inducir un exceso de roturas en el ADN, estas se traducen en un incremento 
de los desordenes genéticos a gran escala que potencialmente sería capaces de comprometer la 
viabilidad celular o promover la transformación de las células.  
 
 Sorprendentemente, tras examinar la presencia de aberraciones cromosómicas estructurales 
en las metafases de las células transducidas con hTERT y crecidas durante 22 semanas en condiciones 
hiperóxicas (21%O2), observamos una desaparición completa de las aberraciones cromosómicas 
relacionadas con las fusiones cromosómicas y los cromosomas dicéntricos y una reducción considerable 
en la presencia de roturas de cromátida (figura r11A). Estos datos, ponen de manifiesto el importante 
papel que posee la telomerasa o la actividad enzimática de hTERT sobre la prevención en la formación 
de este tipo de anomalías génicas en cultivo y que constituirían una amenaza para la adecuada 
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Figura r11. Los cultivos al 3%O2 y la sobreexpresión de hTERT reducen la presencia de aberraciones cromosómicas estructurales 
 A) Cuantificación del porcentaje de aberraciones cromosómicas estructurales en metafase de las hMSC crecidas al 
21%O2, al 3%O2 y transducidas con hTERT. Los cultivos al 3%O2 reducen la incidencia de aparición de anormalidades cromosómicas 
exhibiendo particularmente una reducción significativa en la aparición de cromosomas dicéntricos frente a los cultivos 
desarrollados al 21%O2. La transducción con hTERT en hMSC crecidas al 21%O2 inhibe casi por completo la aparición de este tipo 
de anormalidades incluso tras 22 pases en cultivo. En todos los experimentos se analizaron las cuatro líneas independientes de 
hMSC y los datos se muestran en medias de porcentaje de aberraciones cromosómicas  SEM. (P* < 0,05; T test pareado). Las 
imágenes son ejemplos representativos de aberraciones cromosómicas estructurales en metafase, procesadas por FISH usando 
sondas específicas contra las regiones teloméricas (rojo) y centroméricas (verde). Barra de escala, 1m.  
 
 
4.2 El crecimiento de las hMSC al 3%O2 y la sobreexpresión de hTERT reducen la aneuploidía en cultivo 
 
 Acorde con los resultados obtenidos en el análisis citogenético, y por la conocida y bien 
documentada relación entre envejecimiento, acortamiento telomérico e incremento de inestabilidad 
genética, procedimos a medir los niveles de inestabilidad genética mediante la detección de células 
aneuploides a lo largo de los cultivos en las dos condiciones de oxígeno. Estudiamos la presencia de 
aneuploidías cromosómicas en interfase mediante el uso de sondas comerciales que reconocen regiones 
centroméricas específicas de los cromosomas 8, 11 y 17. Cabe destacar, que estos cromosomas 
contienen secuencias codificantes de importantes genes supresores de tumores y oncogenes que 
controlan la integridad del genoma (como por ejemplo: c-myc (myelocytomatosis viral oncogene 
homolog)  en el cromosoma 8, CCND1 (gen de la ciclina D1) o ATM (Ataxia telangiectasia mutated) en el 
cromosoma 11 y p53 en el Cromosoma 17);  además de ser potenciales biomarcadores de eventos 
neoplásicos en el desarrollo temprano de tumores primarios de cáncer de mama (Ichikawa et al., 1996; 
Persons et al., 1996). Por esta razón sugerimos que desordenes en la contenido génico de estos 
cromosomas podrían tener relevancia en el control de la bioseguridad y viabilidad del cultivo y podrían 
ser una buena herramienta para evaluar los niveles de estabilidad genética en los cultivos de hMSC, a 
modo de cribado, como una primera aproximación. No obstante, podría evaluarse el contenido génico 
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 El análisis de aneuploidía en interfase para al menos uno de los 3 cromosomas, indicó que 
durante los cultivos de hMSC se induce un aumento gradual de la aneuploidía  a medida que las células 
son expuestas a largos periodos de cultivo. Observamos que los niveles de aneuploidía para el conjunto 
de los tres marcadores,  incrementó progresivamente desde un 13% a pase temprano (pase 2), hasta un 
35% a pase tardío (pase 15). Se comprobó, que esta inestabilidad puede ser reducida de forma 
significativa por lo menos durante las 10 primeras semanas de cultivo (10 pases) si las células son 
expuestas a tensiones de oxígeno próximas a las fisiológicas (3%O2) (figura r12A). Cabe destacar, que 
tras el cultivo celular prolongado, se fomentó la aparición recurrente de ganancias en el contenido 
génico para cualquiera de los tres cromosomas (n>46), seleccionándose de un modo preferente las 
trisomías (n=3 por cromosoma) en ambas condiciones de oxígeno (tabla r1). Por otro lado, los datos 
demostraron que el cultivo celular prolongado, favorece una subrepresentación de las alteraciones 
cromosómicas asociadas a las nulisomías (n=0 por cromosoma) y polisomías  (n>4 por cromosoma) para 
cualquier cromosoma, exhibiendo valores de aneuploidía para el conjunto de los tres marcadores 
inferiores al 6% (tabla r1). Otro aspecto relevante del análisis, concierne a la aleatoria distribución de las 
ganancias o pérdidas del contenido génico para cualquiera de los tres cromosomas, ya que en principio 
no encontramos diferencias significativas en la incidencia de aneuploidía entre estos cromosomas en 
ninguno de los puntos analizados, aunque parece existir cierta tendencia a la acumulación de 












p2 0.00% 6.48% 79.78% 5.94% 7.51% 0.30% 
p5 0.61% 8.68% 76.15% 8.10% 6.46% 0.00% 
p10 0.00% 11.71% 63.24% 16.15% 7.98% 0.93% 







p2 0.13% 9.07% 72.73% 10.19% 7.36% 0.52% 
p5 1.70% 12.65% 59.77% 8.41% 15.65% 1.83% 
p10 0.46% 14.10% 53.05% 20.93% 10.25% 1.22% 
p15 1.36% 9.91% 44.48% 22.42% 16.24% 5.59% 
 
Tabla r1. Porcentaje medio de aneuploidía total para cada tipo de aneuploidía y pase en las dos condiciones de oxígeno  
 Tabla resumen del porcentaje medio de aneuploidía para los cromosomas 8, 11 y 17, presente a  pase 2, 5, 10 y 15 en 
los cultivos de hMSC crecidos al 21%O2 y al 3%O2. Los datos reflejan una representación considerable y un aumento progresivo 
con los pases, de las trisomias respecto a los otros tipos de alteraciones en ambas condiciones de oxígeno. Los porcentajes son el 
resultado de presencia de células aneuploides para cualquiera de los tres marcadores. Los datos se presentan en porcentajes 
medios de las cuatro líneas. 
  
 Con el fin de confirmar los resultados anteriores, decidimos analizar la presencia de 
aneuploidías cromosómicas en metafase en las cuatro líneas celulares a ambas concentraciones de 
oxígeno a pases medios de cultivo, comparando líneas que han sufrido divisiones celulares similares (p5-
p8; 18± 2 divisiones celulares). Estos experimentos mostraron que un 70,07± 8,71% de las metafases 
analizadas de células crecidas al 21%O2 poseen un número anormal de cromosomas (≠ 46) y que las 
células crecidas a bajas concentraciones de oxígeno reducen significativamente los niveles de 
aneuploidía en metafase hasta un 45,17± 5,02% (p<0,05) (figura r12B y r12C).  Tanto el análisis de 
aberraciones cromosómicas estructurales, como el de aneuploidía cromosómica en interfase y en 
metafase, sugieren que la exposición prolongada a estrés oxidativo generado por las condiciones 
estándar de cultivo (21%O2) promueve la inestabilidad genética celular y compromete por ende la 
bioseguridad de las células.  
 
 Como se ha mencionado anteriormente, uno de los posibles mecanismos que podría atribuirse 
al incremento de inestabilidad genética o aneuploidía con los pases, es la presencia de telómeros 
críticamente cortos o disfuncionales. Para confirmar si el fenómeno del acortamiento telomérico esta 
incidiendo sobre el control de la ploidía celular, decidimos analizar el porcentaje de células aneuploides 
presente en los cultivos de las células inmortalizadas con hTERT. Comprobamos que estas células 
mantenidas por tiempos prolongados de cultivo (22 pases) y cultivadas bajo concentraciones de oxígeno 
hiperóxicas (21%O2), mantienen un porcentaje de células aneuploides semejante a los niveles basales 
encontrados en los cultivos de hMSC a pases iniciales de cultivo (pase 2), siendo de 19,48% para ft34 
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hTERT y de 13,70% para ft40 hTERT (figura r12A). Estos datos revelan que el acortamiento telomérico 
puede jugar un papel crucial en el control de la ploidía y que la sobreexpresión de hTERT limita 
significativamente la aparición de inestabilidad genética  en cultivo, reduciendo tanto la incidencia de 







Figura r12. Los cultivos de hMSC desarrollados a tensiones de oxígeno próxima a la fisiológica (3%O2) retrazan la aparición de 
células aneuploidíes en cultivo 
 A) Media del porcentaje de células aneuploides en interfase para las cuatro líneas independientes de hMSC a pase 2, 5 
10 y 15 en las dos condiciones de oxígeno y para las células transducidas con hTERT a pase 22 al 21%O2. Las imágenes de la 
derecha muestran ejemplos de células diploides y aneuploides en interfase teñidas por FISH para los cromosomas 8 (rojo), 11 
(verde) y 17 (azul) y contrateñidos con DAPI (azul). Barra de escala, 10m. El crecimiento al 3%O2 reduce significativamente la 
incidencia de aneuploidía durante los primeros 10 pases de cultivo. Se analizaron de 100 a 200 núcleos por línea celular y 
condición de oxígeno. Los datos representan las medias de aneuploidía de las cuatro líneas  SEM. (P* < 0,05; T test pareado) B) 
histograma de frecuencias de número de cromosomas por metafase de hMSC expandidas al 21%O2 y al 3%O2 a pases medios de 
cultivo (18± 2 divisiones celulares). Las imágenes de la derecha muestran metafases diploides y aneuploides. Barra de escala, 
10m C) Representación del porcentaje medio de metafases aneuploides para las dos condiciones de oxígeno (18± 2 divisiones 
celulares). Se analizaron las cuatro líneas independientes de hMSC usando entre 25 y 30 metafases por línea y condición (n=120 al 
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Tabla r2. Porcentaje de aneuploidía por cromosoma y pase en cada una de las líneas de hMSC crecidas al 21%O 2 y al 3%O2 
 Tabla resumen del porcentaje de células aneuploides para cada uno de los cromosomas a pase 2, 5, 10, 15 y 20 en las 
dos condiciones de oxígeno y en cada una de las línea de hMSC. Se muestra el porcentaje medio de aneuploidía para cada 
cromosoma en cada pase y el porcentaje de aneuploidía total de los tres cromosomas por pase. Nótese que es posible obtener 
más de una alteración cromosómica por núcleo, por lo tanto el porcentaje medio de aneuploidía total por pase para los tres 
marcadores no es la suma de sus medias. Los datos se muestran en medias ± SEM. Abreviaturas: Cr, Cromosoma; DC, Divisiones 
Celulares; hTERT, subunidad catalítica de la telomerasa humana; p, pase;  %, porcentaje.  
 
 
4.3. El crecimiento celular al 3%O2 reduce la aparición de usos mitóticos multipolares 
 
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por el estudio citogenético que revela una 
elevada presencia de aberraciones cromosómicas estructurales y una incrementada incidencia de 
aneuploidía celular en condiciones de alto oxígeno, decidimos evaluar el potencial efecto de otros 
mecanismos alternativos capaces de incidir sobre la inestabilidad genética celular, además del ya 
sugerido acortamiento telomérico. Uno de los mecanismos que puede dar origen a aneuploidías 
cromosómicas o variaciones en el número de copia de juegos cromosómicos completos, es la formación 
de “husos mitóticos aberrantes” (Storchova & Pellman, 2004). Una formación inadecuada del huso 
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mitótico durante la mitosis pude dar lugar a una aberrante segregación cromosómica facilitando la 
formación de células aneuploides durante el cultivo. En algunos casos, estas alteraciones pueden 
provenir de la formación de metafases multipolares, con mas de dos centrosomas por división celular 
(Nasmyth, 2002).  
 
 Para determinar si este fenómeno podría estar afectando la estabilidad genética de los cultivos 
de hMSC y comprobar si esta de algún modo influenciado por la concentración de oxígeno, decidimos 
cuantificar el número de metafases multipolares presente en las dos condiciones de oxígeno a pases 
medios de cultivo (p5-p8; 18± 2 divisiones celulares). Mediante tinción específica de la alfa-tubulina 
incorporada en los microtúbulos de los husos mitóticos celulares, pudimos comprobar que un 9,74± 
3,6% de las metafases observadas exhibían multipolaridad al 21%O2, mientras que sólo un 3,44± 2,4% 
de las metafases al 3%O2 mostraban dicha aberración (p=0,02) (figura r13A). Estos resultados 
demuestran que la estabilidad genética en el cultivo puede estar influenciada por diversos mecanismos 
celulares que pueden ser potencialmente alterados por las condiciones de oxígeno en el cultivo y que en 
el caso de la formación de husos mitóticos aberrantes, esta anomalía esta afectada por la tensión de 
oxígeno o el ROS derivado de su metabolismo. Finalmente, podemos afirmar que la inestabilidad 
genética o la aneuploidía celular generada en los cultivos de hMSC puede desencadenarse al menos 
mediante dos mecanismos; uno derivado del acortamiento telomérico y otro por defectos en la 






Figura r13. Los cultivos a bajo oxígeno reducen la formación de metafases multipolares  
 A) Porcentaje medio de metafases multipolares presentes en los cultivos al 21%O2 y al 3%O2 a pases medios de cultivo 
comparando líneas que han sufrido divisiones celulares similares (18± 2 divisiones celulares). Se observa una reducción 
significativa de la formación de metafases multipolares al 3%O2 y los datos se muestran como medias  SEM de las cuatro líneas 
(P* < 0,05; T test pareado). Las imágenes son ejemplos representativos de metafases bipolares (normales) y metafases 




V. El estrés oxidativo induce aneuploidía en cultivo 
 
 Para corroborar que las especies reactivas del oxígeno (ROS) son una de las principales causas 
de formación de aneuploidía en las hMSC, decidimos tratar las células con dos agentes clastogénicos 
inductores de ROS, Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo (Paraquat - PQ) un conocido agente inductor 
del radical superóxido (O2
-) y Peróxido de Hidrógeno (H2O2) un conocido intermediario del estrés 
oxidativo. Cultivamos una línea independiente de hMSC a ambas condiciones de oxígeno y la tratamos 
con PQ a una dosis de 40µM y H2O2 a una dosis de 100µM (concentraciones habitualmente usadas en 
experimentos de inducción de estrés oxidativo en cultivos primarios) (Chen et al., 1998; Chen et al., 
2001; Peng et al., 2004). 
 
 Pudimos constatar que tras el tratamiento con PQ en las dos condiciones de oxígeno se 
produce una reducción en la tasa de proliferación llegando a inhibir la proliferación celular al 21%O2 e 
incluso inducir muerte celular a partir del primer pase, y al 3%O2 tan sólo alcanzar 10 divisiones 
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celulares antes de llegar a la senescencia (figura r14A y r14C). Al analizar la incidencia de aneuploidía 
celular tras los cultivos tratados con PQ, confirmamos que la adición de este compuesto genera un 
fuerte incremento en la acumulación de células aneuploides para los cromosomas 8, 11 y 17; siendo de  
36,3%± 5,2  a pase 2 al 21%O2 y de 35,1%± 4,6 a pase 5 y de 53,6%± 4,1 a pase 10 al 3%O2 (figura r14B, 
r14D y r14G). Del mismo modo, el tratamiento con H2O2 en células cultivadas al 3%O2 indujo 
senescencia prematura y apoptosis, inhibiendo  por completo la proliferación celular e incrementando 
en mas de 3 veces los niveles de aneuploidía al cabo de tan sólo 2 pases estableciendo valores de 
aneuploidía de 61,3%± 6,2 (figura r14F y r14G). El tratamiento con H2O2 en el cultivo al 21%O2 mostró 
una toxicidad elevada y fue imposible mantener su crecimiento continuado, por lo que no se obtuvieron 
células suficientes para el desarrollo del análisis de aneuploidía. Estos resultados sugieren que ambos 
estímulos inductores de estrés oxidativo y con carácter clastogénico conocido causan senescencia y 
aneuploidía en las hMSC. Sorprendentemente, al analizar los efectos de las ROS exógenas sobre la 
longitud telomérica no evidenciamos cambios significativos en la longitud del telómero con ninguno de 
los dos tratamientos a ninguna de las dos condiciones de oxígeno. Este resultado, puede ser debido a la 
elevada toxicidad de los tratamientos que podrían estar promoviendo la senescencia prematura a través 
de mecanismos alternativos al acortamiento telomérico como el excesivo daño en el ADN o la activación 
de la vía Rb/p16 (Chen et al., 2001; Toussaint et al., 2000). 
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Figura r14. El estrés oxidativo promueve la senescencia celular y aumentan la presencia de células aneuploides en cultivo  
 A) Dinámica de crecimiento de una línea de hMSC, cultivada al 21%O2  con y sin tratamiento de Paraquat (PQ-40M) 
como recurso exógeno de ROS. El tratamiento con PQ al 21%O2 inhibió casi por completo la proliferación e incluso promovió la 
muerte celular a partir del primer pase B) niveles de aneuploidía celular para los cromosomas 8, 11 y 17 en células control y 
tratadas con PQ (40M) al 21%O2 a pase 1 y  2, mostrando un incremento significativo de la aneuploidía en las células tratadas con 
PQ a pase 2 C) dinámica de crecimiento de una línea de hMSC crecida al 3%O2 con y sin tratamiento de Paraquat (PQ-40M) como 
recurso exógeno de ROS. Se observa una clara disminución en la tasa de proliferación y una rápida entrada en senescencia de las 
células tratadas con PQ D) niveles de aneuploidía para los cromosomas 8, 11 y 17 en células control y tratadas con PQ (40M) al 
3%O2 a pase 1, 5 y 10. El tratamiento continuado con PQ indujo un aumento significativo de las células aneuploides en los cultivos 
a pase 5 y 10 E) dinámica de crecimiento de una línea de hMSC crecida al 3%O2 tratada y sin tratar con 100M peróxido de 
hidrógeno (H2O2) como recurso exógeno de ROS. Se observa una disminución en el crecimiento y aumento de la muerte celular 
tras el tratamiento con H2O2 F) niveles de aneuploidía celular para los cromosomas 8, 11 y 17 en células control y tratadas con 
100M peróxido de hidrógeno (H2O2). El tratamiento con H2O2 indujo un aumento significativo de las células aneuploides a pase 3 
de cultivo. Para el análisis estadístico en todos los experimentos, se calculó la fracción de células aneuploides en cada condición y 
se aplicó el test de Fisher. P* < 0,05 fue considerado como significativo G) imágenes representativas de hMSC sin tratar, tratadas 
con PQ (40M) y tratadas con H2O2 (100M). Las células fueron hibridadas con sondas CEP mediante FISH en interfase para los 
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VI. La sobreexpresión de hTERT reduce el estrés oxidativo 
 
 Dado que la inducción de senescencia en las hMSC correlaciona con los niveles de estrés 
oxidativo presentes en la célula (figura r3 y r4) y que las células inmortalizadas con hTERT inhiben por 
completo la senescencia replicativa en nuestros cultivos (figura r6 y r7), quisimos testar la hipótesis de si 
las células transducidas con hTERT podrían estar regulando los niveles de ROS en cultivo como han 
sugerido algunos autores (Indran et al., 2011; Massard et al., 2006). Se analizaron los niveles del radical 
superóxido (O2
-) presente en las dos líneas transducidas con hTERT a pase 22 y sus líneas homólogas 
crecidas al 21%O2 y 3%O2 a pase 5 de cultivo. Se observó que la sobreexpresión de hTERT redujo 




en las dos líneas analizadas respecto a sus líneas 
homologas crecidas al 21%O2 y al 3%O2 (figura r15A) incluso habiendo sufrido 22 pases en cultivo. De 
igual modo, se midieron los niveles de acumulación de subproductos de la oxidación como grupos 
carbonilos y MDA y comprobamos que la infección de hTERT también reduce drásticamente los niveles 






Figura r15. La sobreexpresión de hTERT reduce el estrés oxidativo en cultivo 
 A) Detección de los niveles del radical superóxido (O2
-
) por citometría de flujo mediante tinción fluorescente con Di-
hidroetidio (DHE) en cultivos de hMSC (ft34 y ft40) crecidos al 21%O2 y al 3%O2, a pase 5 de cultio y transducidas con hTERT a pase 
22. Los niveles de acumulación de O2
-
 fueron menores en células transducidas con hTERT respecto a las otras dos condiciones B) 
medición de acumulación de derivados de grupos carbonilo de proteínas y de malondialdehído (MDA) en las cuatro líneas de 
hMSC crecidas al 21%O2 y al 3%O2 a pase 5 y en las líneas transducidas con hTERT a pase 22, mostrando una considerable 
disminución de la acumulación de estos dos subproductos de la oxidación en las hMSC transducidas con hTERT. Los datos se 
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VII. La tensión de oxígeno en el cultivo altera el metabolismo celular 
 
 Para comprender el mecanismo por el cual los cultivos a bajas concentraciones de oxígeno 
reducen el estrés oxidativo, mantienen la estabilidad genética e incrementan la capacidad proliferativa 
de las células, decidimos analizar los cambios de expresión génica producidos a bajas concentraciones 
de oxígeno a pase temprano de cultivo (pase < 5) mediante un análisis de Microarrays. El análisis del 
cambio en el perfil de expresión génica nos permitió identificar 822 genes (3,01% del total de genes 
analizados) alterados significativamente (q < 0,05) en células crecidas a bajas concentraciones de 
oxígeno (tabla r3) (ver material suplementario (Estrada et al., 2011)). Al realizar un análisis funcional de 
Ontología Génica (GO; Gene Ontology) y estudiar aquellas funciones biológicas que podrían estar 
alteradas significativamente por la reducción de oxígeno en el cultivo, pudimos identificar 42 procesos 
biológicos potencialmente modificados y que presentaban una significancia de p < 0,05 (Tabla r4). El GO 
reveló que los procesos biológicos con mayor significancia estadística están relacionados con la 
glucólisis, el metabolismo de la glucosa, el metabolismo de las hexosas, el metabolismo del alcohol y el 
metabolismo de carbohidratos (tabla r4). Dentro de estas categorías, únicamente tres genes 
presentaron una reducción significativa en la expresión y doce exhibieron un aumento significativo de su 
expresión en las condiciones de bajo oxígeno, sugiriendo una fuerte participación del metabolismo 
glucolítico cuando las células son expuestas al 3%O2 (tabla r5). Sorprendentemente, sólo uno de los 42 
procesos biológicos alterados significativamente está relacionado con el crecimiento, ciclo celular, 
supervivencia o apoptosis, el cual es denominado por el GO como “regulación negativa de la producción 
de genes implicados en supervivencia” (GO:0008634). Este proceso celular está compuesto por los 
genes BNIP3 (con 1,2 veces de sobreexpresión al 3%O2), BNIP3L (con  0,68 veces de sobreexpresión 
3%O2) y HRK (con -0,93 veces de regulación a la baja al 3%O2) (tabla r4), los cuales codifican proteínas 
proapoptóticas en donde al menos dos de ellas BNIP3 y BNIP3L pertenecen a la familia Bcl-2 que como 
se sabe están reguladas directamente por hipoxia o por la expresión de HIF1 (Bruick, 2000). 
 
 Uno de los principales y mejor caracterizados elementos de regulación positiva de la glucólisis, 
es la activación del factor de transcripción de respuesta a hipoxia HIF1 (Giaccia et al., 2003; Schofield& 
Ratcliffe, 2004), el cual funciona a modo de sensor de la disponibilidad de oxígeno y permite a la célula 
mantener una actividad metabólica proglucolítica cuando los niveles de oxígeno son relativamente 
bajos. Nuestro análisis de expresión génica, revela que doce genes diana de HIF1 (Schofield& Ratcliffe, 
2004) están significativamente sobre expresados en los cultivos de hMSC al 3%O2, en un rango que 
oscila entre 1,2 y 2,3 veces (valor q  < 0,05) (tabla r6), sugiriendo una notable activación de esta vía en 
condiciones de bajo oxígeno. Para esclarecer la participación del factor inducido de hipoxia (HIF1) en el 
incremento de la expresión de los genes glucolíticos al 3%O2, decidimos cuantificar los niveles de HIF-1 
por Western-blot en ambas condiciones de oxígeno a pases tempranos de cultivo (pase < 5). 
Confirmamos que al 3%O2 hay un incremento significativo de la concentración de HIF1 de 
aproximadamente 4 veces más que al 21%O2 (figura r16A y r16B). En base a estas observaciones, 
podemos sugerir que la reducción de oxígeno al 3%O2 incrementa los niveles de HIF-1 y por lo tanto 
potencialmente favorece la expresión de todos sus genes diana incluidos aquellos que participan en el 






















valor q  
PFKFB4 6-fosfofructo-2 quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa 4  2.7856 0.0006 
NA NA 2.5298 0.0006 
TAF9B ARN polimerasa II TAF9B, proteína de union a secuencia TATA ,  2.8699 0.0006 
NA NA 7.0861 0.0006 
PDK1 Piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1 3.4414 0.0006 
BNIP3 proteína de interacción 3, BCL2/adenovirus E1B 19kDa  2.2974 0.0006 
HIF3A Factor inducible por hipoxia 3 alfa 2.9160 0.0007 
PGK1 Fosfoglicerato quinasa 1 2.1780 0.0007 
CXCL2 Quimioquina ligando 2 (C-X-C motivo)  0.4969 0.0017 
ALDOC aldolasa C, fructosa-bifosfato 2.3587 0.0019 
PFKFB3 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 2.2863 0.0020 
NA NA 2.1705 0.0020 
SLC2A1 Transportador de solutos 1 de la familia 2 (transportador de glucosa) 2.7645 0.0020 
DGAT2 Diacilglicerol O-aciltransferasa homólogo 2 (ratón) 0.5848 0.0020 
RASSF7 Miembro 7 de la familia de asociación a Ras (RalGDS/AF-6) dominio (N-terminal) 2.7934 0.0020 
NA NA 1.7703 0.0020 
NA NA 0.5637 0.0020 
CRABP2 Proteína de union a ácido retinoico celular  1.8830 0.0020 
NA NA 0.3582 0.0020 
NQO1 NAD(P)H deshidrogenasa, quinona 1  0.5340 0.0020 
PPFIA4 
Proteína tirosina fosfatasa, receptor tipo f polipéptido (PTPRF), proteína de 
interacción (liprin), alfa 4 
4.9760 0.0020 
SPAG4 Antígeno 4 asociado a esperma  2.7953 0.0020 
NA NA 1.8340 0.0020 
DUSP5P Pseudogén fosfatasa 5 con especificidad dual  1.7255 0.0020 
GYS1 Glucógeno sintasa 1 (musculo)  1.7666 0.0022 
NA NA 1.7291 0.0022 
LRRC17 Proteína con 17 repeticiones ricas en leucina  2.9140 0.0022 
GLYATL1 Glicina N acetiltransferasa 1 1.6702 0.0023 
ZNF395 Proteína dedos de zinc 395  2.3006 0.0023 
COL18A1 Colágeno tipo XVIII, alfa 1  0.5909 0.0026 
EGLN1 Proteína egl nueve homóloga 1 (C. elegans) 1.8366 0.0026 
NA NA 1.7267 0.0028 
NA NA 1.7231 0.0028 
C1orf113 Marco de lectura abierto 113 del cromosoma 1  2.3718 0.0030 
PRELID2 PRELI conteniendo el dominio 2 1.5551 0.0033 
SLC16A3 
Transportador de solutos 3 de la familia 16 (transportador de ácido monocarboxílico 
4)  
1.7219 0.0036 
KCNIP3 Calsenilin, proteína de interacción con canal Kv  0.5430 0.0038 
HHIP Proteína de interacción con la proteína de erizo (hedgehog)  2.1184 0.0038 
NA NA 1.6178 0.0039 
NA NA 1.6923 0.0039 
NA NA 1.7423 0.0039 
ENO2 Enolasa 2 (gama, neuronal) 2.1856 0.0039 
tcag7.1015 Pseudogén de triosafosfatoisomerasa 1  1.8163 0.0039 
AK3L1 Adenilato ciclasa 3  1.7136 0.0043 
PLOD1 Procolágeno lisina 1, 2-oxoglutarato 5- dioxigenasa 1  1.8493 0.0043 
MGC42105 Proteína quinasa NIM1 serina/treonina 1.6166 0.0043 
P4HA1 Polipéptido alfa I, prolil 4 hidroxilasa  2.0705 0.0043 
NA NA 1.7617 0.0043 
LAPTM4B Proteína transmembrana lisosomal beta 4  0.6625 0.0046 
EGR1 Proteína de respuesta temprana al crecimiento 1 0.6237 0.0046 
 
Tabla r3. Cambio en el perfil de expresión génica comparando células crecidas al 3%O2 frente a células crecidas al 21%O2 
 En la tabla se muestran los primeros 50 genes desregulados significativamente cuando se crecen las hMSC al 3%O2. Los 
genes están ordenados en función de su significancia estadística y se muestra el número de veces relativas de expresión alterada 
que posee cada uno de los genes al 3%O2 respecto al 21%O2. En las casillas grises se señalan aquellos genes implicados en el 
metabolismo de carbohidratos. Para ver el listado de genes completo, consultar el siguiente artículo (Estrada et al., 2011) . 
 Resultados 
 
Juan C. Estrada   91 | P á g i n a  
   
 






Metabolismo de la glucosa 0.001 22 10 ENO3,PGK1,PDK1,ALDH5A1,IGF2,ALDOC,ENO2
,TPI1,LDHA,PGD 
Glucólisis 0.001 9 6 ENO3,PGK1,ALDOC,ENO2,TPI1,LDHA 
Catabolismo de las hexosas 0.001 13 7 ENO3,PGK1,ALDOC,ENO2,TPI1,LDHA,PGD 
Catabolismo del alcohol 0.001 17 8 ENO3,PGK1,ALDOC,ENO2,TPI1,NUDT5,LDHA,P
GD 
Catabolismo de carbohidratos 0.003 19 8 ENO3,PGK1,ALDOC,ENO2,TPI1,NUDT5,LDHA,P
GD 
Fosforilación de aminoácidos en 
proteínas  




Desarrollo de epidermis 0.008 35 11 KRT17,CTGF,CRABP2,EREG,COL5A1,CSTA,PLOD
1,LAMC2,KRT14,UGCG,COL7A1 









Condensación del cartílago 0.011 4 3 SOX9,CTGF,MGP 
Transporte de aniones orgánicos 0.011 4 3 SLC1A3,SLC16A3,SLC4A11 
Proteína de homotetramerización 0.011 4 3 ALDH5A1,SOD2,PCBD1 
Metabolismo de carbohidratos 0.014 58 15 DGAT2,PDK1,PFKFB3,ALDH5A1,IGF2,B3GALT4,
ME1,RENBP,ST6GAL1,B4GALT5,AKR1B1,PPP1R
3C,SLC2A5,PFKFB4,GYS1 
Respuesta a hipoxia 0.019 20 7 VEGFA,BCL2,PLOD1,ITPR1,EGLN1,PLOD2,BNIP
3 
Procesos de modificación de proteínas 0.021 36 10 PLAT,CPE,MMP15,HERC6,PLOD1,TTLL7,B3GAL
T4,PLOD2,ST6GAL1,ASPHD1 
Metabolismo de la fructosa 2,6-
bispfospfato  
0.022 2 2 PFKFB3,PFKFB4 
Metabolismo del glutamato 0.022 2 2 SLC1A3,ALDH5A1 
Metabolismo de la glicolceramida  0.022 2 2 ALDH5A1,UGCG 
Transporte de ácidos biliares 0.022 2 2 AKR1C1,ABCC3 
Transporte axónico en mitocondrias  0.022 2 2 UCHL1,NEFL 
Desarrollo de células de Purkinje 0.022 2 2 MYH10,RORA 
Cadena transportadora de electrones 0.022 2 2 ALDH5A1,SOD2 
Homeostasis del oxígeno 0.022 2 2 SOD2,EGLN1 
Homeostasis del calcio en el retículo 
endoplásmico  
0.022 2 2 BCL2,WFS1 
Proceso de biosíntesis de derivados de 
pteridina 
0.022 2 2 MOCOS,PCBD1 
Crecimiento del pelo 0.022 2 2 PTGS2,MREG 
Selección positiva de células T en timo  0.022 2 2 ZAP70,DOCK2 
Regulación de la permeabilidad de la 
membrana mitochondrial  
0.022 2 2 BCL2,BNIP3 
Respuesta a daño en el axón 0.022 2 2 BCL2,SOD2 
Diferenciación celular en musculo 
ventricular cardiaco  
0.022 2 2 RXRA,MYH10 
Metabolismo del NADP  0.025 5 3 ME1,TPI1,PGD 
regulación negativa de la producción de 
genes implicados en supervivencia 
0.025 5 3 BNIP3,HRK,BNIP3L 
Replicación del genoma vírico 0.025 5 3 CCL2,BCL2,APOBEC3G 
Desarrollo del metaencéfalo 0.025 5 3 MYH10,BCL2,RORA 
Selección de células T 0.025 5 3 BCL2,ZAP70,DOCK2 
Diferenciación de células pigmentarias 0.025 5 3 BCL2,SOD2,MREG 
Metabolismo de cofactores 0.032 22 7 MOCOS,ALDH5A1,SOD2,GGT5,ME1,TPI1,PGD 
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Procesos metabólicos del aldehído  0.045 6 3 AKR1B10,KDM3A,TPI1 
Biosíntesis del óxido nítrico  0.045 6 3 SOD2,NQO1,RORA 
Biosíntesis de eicosanoides 0.046 10 4 PTGS2,MIF,GGT5,PTGS1 
Respuesta a defensa vírica 0.046 10 4 BCL2,APOBEC3G,BNIP3,BNIP3L 
Respuesta a estímulos hormonales 0.050 39 10 WNT2,TRH,IGF2,BCL2,HCLS1,TIMP3,MGP,ME1
,KDM3A,FOXO1 
 
Tabla r4. Análisis funcional de ontología génica (GO) para el cambio en el perfil de expresión génica de las células crecidas al 
3%O2 frente a células crecidas al 21%O2 
 En la tabla se muestran aquellas funciones génicas que presentan una mayor alteración significativa cuando las células 
son crecidas en condiciones de bajo oxígeno y se comparan con células crecidas a concentraciones de oxígeno atmosféricas. Los  
términos GO están ordenados según su significancia estadística (p < 0,05) y se indican los genes del array que están implicados en 




 Para validar los resultados de expresión génica, realizamos ensayos de expresión cuantitativa 
por qRT-PCR mediante el uso de sondas TaqMan comparando las dos condiciones de oxígeno a pases 
tempranos de cultivo (p<5). Detectamos un aumento significativo en la expresión de varios genes 
(p<0,05) con valores que oscilan entre 1,5 y 8 veces: Piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1 
(PDK1); subunidad alfa del factor inducible por hipoxia 3, (HIF3α); fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1); 6-
fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3); 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-
bifosfatasa 4 (PFKFB4); aldolasa C, fructosa-bifosfato (ALDOC); triosa fosfato isomerasa 1 (TPI1); 
transportador de solutos 1 de la familia 2 (transportador de glucosa) (SLC2A1); lactato deshidrogenasa A 
(LDHA); factor de crecimiento insulínico 2 (Somatomedina A) (IGF2) (figura r16C). En resumen, el análisis 
de expresión génica, la ontología génica y la cuantificación relativa por qRT-PCR revelan que los cultivos 
al 3%O2 aumentan fuertemente el metabolismo de carbohidratos, particularmente el metabolismo de la 
glucosa debido a la sobreexpresión de genes glucolíticos y que está potencialmente mediada por la 
presencia de HIF1α. 
 
 Para estudiar como la sobreexpresión de los genes glucolíticos generada al 3%O2 impacta sobre 
el metabolismo celular, decidimos monitorizar la tasa de consumo de oxígeno (OCR, Oxygen 
Consumption Rate) y la tasa de acidificación del medio (ECAR, Extra Celular Acidification Rate) (medida 
directa de secreción de ácido láctico al medio y por tanto actividad glucolítica celular) en tres de las 
líneas de hMSC a ambas condiciones de oxígeno a pase temprano (pase <5)  usando la tecnología no 
invasiva de “Seahorse" (www.seahorsebio.com). De este modo, observamos una tendencia de las 
células cultivadas al 3%O2 a mantener un menor grado de consumo basal de oxígeno como se aprecia en 
los primeros cuatro puntos de las gráficas de respiración antes de la adición de oligomicina (inhibidor de 
la ATP sintasa y por tando de la respiración mitocondrial) (figura r17A y r17B).  De forma similar, la 
capacidad máxima de respiración mitocondrial observada tras la adición de Dinitrofenol (DNP) 
(desacoplante de la respiración mitocondrial, que permite el flujo libre de protones a través de la 
membrana mitocondrial) al 3%O2 tiende a ser menor que al 21%O2, aunque sin encontrar diferencias 
significativas entre las dos condiciones (figura r17A y r17C). Al medir la actividad glucolítica por 
acidificación del medio, observamos que las células cultivadas a bajas condiciones de oxígeno 
mantienen un mayor grado de acidificación del medio y por tanto mayor flujo glucolítico que al 21%O2, 
aunque sin encontrar diferencias estadísticamente significativas (figura r17A y r17D). Los anteriores 
datos son contrastados por la mayor acumulación significativa de ácido láctico encontrada en el interior 
celular de las células crecidas al 3%O2 (figura r17E).  
 
 Finalmente, al evaluar el balance del aporte energético entre la energía suministrada por el 
consumo de oxígeno (OCR, Oxygen Consumption Rate) y el metabolismo glucolítico (ECAR, Extra Cellular 
Acidification Rate) (índice OCR/ECAR) en condiciones basales en las dos concentraciones de oxígeno, 
pudimos confirmar que la relación existente entre OCR y ECAR fue significativamente mayor en hMSC 
crecidas al 21%O2, siendo de 2188± 123,89 pMol/mpH al 21%O2 y de 1021± 79,72 pMol/mpH al 3%O2 (p 
= 0,002) (figura r18A y r18B). El conjunto de los datos demuestra, que el principal mecanismo de 
obtención de energía por parte de las hMSC crecidas a bajas tensiones de oxígeno es a través de la 
glucólisis a expensas de una reducción de la fosforilación oxidativa respecto a la disponibilidad 
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energética observada en cultivos con alta concentración de oxígeno (21%O2), en concordancia con los 
datos obtenidos por el análisis de la expresión génica.  
 
 
Tabla r5. Cambios de expresión génica de los genes implicados en el metabolismo de carbohidratos 
 Tabla resumen de los genes incluidos en las categorías funcionales del GO que presentan una alta significancia 
estadística  (p<0,005) (ver tabla r4) y que están asociados al metabolismo de los carbohidratos. Los genes están ordenados en 










FDR valor  
q (t) 
PDK1 Piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1 3.441 0.001 0.001 
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacción de proteínas 3 2.297 0.001 0.001 
PGK1 Fosfoglicerato quinasa 1 2.178 0.002 0.001 
SLC2A1 Transportador de solutos 1 de la familia 2 (transportador de glucosa) 2.764 0.004 0.002 
EGLN1 Egl nueve homólogo 1 (C. elegans) 1.837 0.006 0.003 
PLOD1 Procolágeno-lisina 1, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa  1.849 0.009 0.004 
BCL2 Célula B CLL/lifoma 2 0.566 0.011 0.005 
PLOD2 Procolágeno-lisina 1, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa 2 1.974 0.019 0.009 
LDHA Lactato deshidrogenasa A 1.562 0.019 0.009 
VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular, tipo 1 1.656 0.021 0.01 
ITPR1 Receptor triosafosfato inositol 1,4,5 tipo 1 0.696 0.023 0.01 
ADRA2C Receptor adrenergico, Alfa 2C 0.562 0.027 0.012 
TFR2 Receptor de transferrina 2 1.29 0.029 0.013 
CA9 Anhidrasa carbónica IX 2.169 0.04 0.018 
SERPINE1 Inhibidor de peptidasa serpin, clado E (nexin, activador inhibidor de 
plasminogeno tipo 1), miembro 1 
1.753 0.053 0.024 
 
Tabla r6. Cambios de expresión génica de los genes  diana de HIF1  
 En la tabla se presentan aquellos genes diana de HIF1 que poseen una desregulación estadísticamente significativa en 
el array de expresión de las células crecidas al 3%O2 respecto a las células crecidas al 21%O2. Los genes están ordenados en 












FDR valor  
q (t) 
PDK1 Piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1 3.441 0.001 0.001 
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacción de proteínas 3 2.297 0.001 0.001 
PGK1 Fosfoglicerato quinasa 1 2.178 0.002 0.001 
SLC2A1 Transportador de solutos 1 de la familia 2 (transportador de glucosa) 2.764 0.004 0.002 
EGLN1 Egl nueve homólogo 1 (C. elegans) 1.837 0.006 0.003 
PLOD1 Procolágeno-lisina 1, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa  1.849 0.009 0.004 
BCL2 Célula B CLL/lifoma 2 0.566 0.011 0.005 
PLOD2 Procolágeno-lisina 1, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa 2 1.974 0.019 0.009 
LDHA Lactato deshidrogenasa A 1.562 0.019 0.009 
VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular, tipo 1 1.656 0.021 0.010 
ITPR1 Receptor triosafosfato inositol 1,4,5 tipo 1 0.696 0.023 0.010 
ADRA2C Receptor adrenergico, Alfa 2C 0.562 0.027 0.012 
TFR2 Receptor de transferrina 2 1.290 0.029 0.013 
CA9 Anhidrasa carbónica IX 2.169 0.040 0.018 
SERPINE1 Inhibidor de peptidasa serpin, clado E (nexin, activador inhibidor de 
plasminogeno tipo 1), miembro 1 
1.753 0.053 0.024 
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Figura r16. Los cultivos de bajo oxígeno aumentan la estabilidad de HIF1 y sobreexpresan sus dianas transcripcionales 
implicadas en glucólisis   
 A) Western-blot para HIF1 y -actina (control de carga) realizado en las cuatro líneas independientes de hMSC al 
21%O2 y al 3%O2 a pase 5 de cultivo B) cuantificación densitométrica del Western-blot para HIF1, normalizado frente al control 
de carga. Los datos se muestran en medias  SEM. (P* < 0,05; T test pareado) C) análisis de qRT-PCR con sondas TaqMan para la 
expresión génica de piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1 (PDK1); factor 3 inducible por hipoxia (HIF3); fosfoglicerato 
quinasa 1 (PGK1); 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 (PFKFB3); 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 4 
(PFKFB4); aldolasa C, fructosa-bifosfato (ALDOC); triosa fosfato isomerasa 1 (TPI1); transportador soluble de la familia 2 
(transportador facilitador de glucosa), miembro 1 (SLC2A1); lactato deshidrogenasa A (LDHA); y factor de crecimiento 2 similar a la 
insulina (IGF2). Los datos son presentados  en número de veces de expresión relativa en las células crecidas al 3%O2 frente a 
células crecidas al 21%O2. Todos lo genes analizados presentan una sobreexpresión significativa al 3%O2 (P* < 0,05; T test 
pareado). Los experimentos se realizaron por triplicado en las cuatro líneas independientes de hMSC y los datos se muestran en 
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Figura r17. Los cultivos de hMSC crecidos en condiciones de oxígeno  más fisiológicas reducen el consumo de oxígeno  y 
promueven la glucólisis 
 A) Curvas de velocidad de consumo de oxígeno (OCR) y acidificación del medio (ECAR) generadas a partir del analizador 
FX96 Flux de tecnología Seahorse (ver apartado de materiales y métodos) de tres líneas de hMSC independientes expuestas al 
3%O2 y al 21%O2. La línea A indica el tiempo de adición de oligomicina (inhibidor de la respiración mitocondrial) y la línea B indica 
el tiempo de adición de DNP (desacoplador de la respiración mitocondrial). Los primeros cuatro puntos representan los niveles  
basales de la tasa de consumo de oxígeno expresado en (pMol/min) o la tasa de acidificación del medio expresada en (mpH/min). 
Los experimentos se realizaron con ocho replicas para cada línea y punto en el tiempo; los datos se presentan como medias ± SEM 
B) media de la velocidad basal de consumo de oxígeno para las tres líneas de hMSC mostrando disminución del consumo de 
oxígeno al 3%O2 C) media de la velocidad máxima de consumo de oxígeno para las tres líneas de hMSC mostrando una tenencia a 
mantener baja la capacidad máxima de respiración por parte de las células crecidas el 3%O2 D) media de la velocidad basal de 
acidificación del medio para las tres líneas de hMSC mostrando aumento en la tasa de acidificación del medio al 3%O 2 E) media de 
la concentración intracelular de lactato de las tres líneas de hMSC crecidas al 3%O2 y al 21%O2 a pases medios de cultivo (18 2 
divisiones celulares). La células cultivadas al 3%O2 presentaron una mayor acumulación de lactato que las células cultivadas al 
21%O2. En todos los casos, los datos se muestran como medias ± SEM (P* < 0,05; T test pareado). 
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Figura r18. Los cultivos de hMSC crecidos en condiciones de oxígeno más fisiológicas mantienen un balance energético menos 
oxidativo  
 A) Curvas de relación entre velocidad de consumo de oxígeno y actividad glucolítica (OCR/ECAR) generadas a partir del 
analizador FX96 Flux de tecnología Seahorse (ver apartado de materiales y métodos) de tres líneas de hMSC independientes 
expuestas al 3%O2 y al 21%O2. La línea A indica el tiempo de adición de oligomicina (inhibidor de la respiración mitocondrial) y la 
línea B indica el tiempo de adición de DNP (desacoplador de la respiración mitocondrial). Los experimentos se realizaron con ocho 
replicas por cada línea y punto en el tiempo y los datos se presentan como medias ± SEM. Los primeros cuatro puntos de las 
gráficas indican los niveles basales de la tasa de OCR/ECR expresado en (pMol/mpH) B) media de la tasa OCR/ECAR (pMol/mpH) 
para las tres líneas de hMSC crecidas al 3%O2 y al 21%O2 mostrando una reducción significativa de la relación OCR/ECAR al 3%O2 
sugiriendo un mayor aporte energético proveniente del metabolismo glucolítico y un menor aporte energético proveniente de la 
fosforilación oxidativa en los cultivos de hMSC crecidos al 3%O2. Los experimentos se realizaron por triplicado con las cuatro líneas 
independientes de hMSC y los datos muestran las medias ± SEM (P* < 0,05; T test pareado). 
 
 
VIII. La aneuploidía como un posible marcador de senescencia 
 
 El fenómeno de la senescencia celular ha sido estudiado en gran detalle por una gran variedad 
de grupos durante mucho tiempo, logrando  entender en buena parte los mecanismos subyacentes a 
ella. Sin embargo, debido a la relevancia que este proceso posee en la expansión celular y la importancia 
de las células madre como las hMSC en el desarrollo de la terapia celular, es necesario ahondar aún más 
en el entendimiento de todos los procesos que la inducen o interfieren en su desarrollo con el fin de 
mejorar las técnicas de cultivo y fomentar el desarrollo de la terapia celular. 
 
 
8.1 La senescencia celular de las hMSC en cultivo es heterogénea y progresiva 
  
 Para caracterizar que efectos produce la senescencia sobre el fenotipo celular, capacidad 
proliferativa y contenido génico de las hMSC, decidimos comparar perfiles citométricos de ciclo celular 
realizados mediante tinción con ioduro de propidio (IP) al 21%O2, comparando células de pase temprano 
(p5) frente a células de pase tardío (p15) (potencialmente mas senescentes). Los análisis de tamaño 
celular (SSC, Side Scatter Complexity)  y complejidad celular (FSC, Forward Scatter) muestran que las 
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hMSC tras periodos prolongados de cultivo poseen una población celular mas heterogenia presentando 
células con mayor tamaño y mayor complejidad respecto a las células con pocas semanas en cultivo 
(figura r19A). Los perfiles citométricos de ciclo celular con IP, indican que las hMSC en senescencia 
poseen mayores coeficientes de variación en los picos G1 y G2 y una mayor población de células con 





Figura r19. Los cultivos prolongados de hMSC afectan el fenotipo celular y el contenido génico 
 A) Diagrama de puntos representando el tamaño celular (SSC) y la complejidad celular (FSC) en una línea de hMSC a 
pase temprano (pase 5) y pase tardío (pase 15) en condiciones estándar de cultivo (21%O2), a la derecha del diagrama se muestran 
imágenes representativas de las células cultivadas a pase temprano (pase 5) y pase tardío (pase 15), respectivamente. Barra de 
escala 50m. Se observa, que a tiempos prolongados de cultivo aumenta el número de células que poseen mayor tamaño y mayor 
complejidad B) perfil citométrico de ciclo celular mediante tinción nuclear con ioduro de propicio (IP) de una línea de hMSC a pase 
temprano (pase 5) y pase tardío (pase15). A pases tardíos se incrementa el coeficiente de variación de los picos G1 y G2 y el  
número de células con un contenido génico superior a 4n. Los experimentos se llevaron acabo con las cuatro líneas de hMSC (n=4) 
y se muestran ejemplos representativos para cada condición.  
 
 Conociendo la relación existente entre la senescencia, el tamaño celular y el contenido génico 
puesta de manifiesto por nuestros experimentos y descrito por otros autores (Bayreuther et al., 1988; 
Epstein, 1967; Iourov et al., 2010; Jacobs et al., 1963), decidimos comprobar si esta población celular de 
mayor tamaño y complejidad presente en nuestros cultivos conserva mayores características 
senescentes que el resto de las células. Para ello, cultivamos una línea de hMSC durante siete pases 
hasta obtener una población celular suficientemente heterogénea respecto a los parámetros de tamaño 
(SSC) y complejidad (SFC); y mediante el uso de un separador celular seleccionamos dos poblaciones, 
una de menor tamaño y complejidad (aprox. =1,0x10
6
células/muestra seleccionada) y otra de mayor 
tamaño y complejidad (aprox. 1,0 x10
4
células/muestra seleccionada) que posteriormente mantuvimos 
en cultivo durante cinco pases a igual densidad (figura r20A). Tras la separación de las dos poblaciones 
evaluamos el potencial proliferativo por monitorización con curvas de crecimiento, la senescencia 
celular mediante detección de células SA--gal positivas, la longitud telomérica en interfase a través de 
Q-FISH con sondas PNA teloméricas y los niveles de aneuploidía usando las sondas centroméricas 














Figura r20. Las hMSC de mayor tamaño y complejidad son potencialmente más senescentes y más inestables genéticamente  
 A) Diagrama de puntos de las células seleccionadas en función de su tamaño (SSC) y complejidad (FSC) a pase 7 de 
cultivo donde se indican las áreas seleccionadas para separar cada población celular  (P1, menor tamaño (SSC) y complejidad (FSC) 
y P2, mayor tamaño (SSC) y complejidad (FSC)) B) curvas de crecimiento a lo largo de 5 pases en cultivo de las dos poblaciones 
celulares seleccionadas en funsión del tamaño y complejidad, mostrando incapacidad de crecimiento continuado de las células de 
mayor talla y complejidad C) media del porcentaje de células SA--gal positivas para las dos poblaciones celulares a pase uno de 
cultivo después de la separación. La acumulación de células SA--gal positivas fue más representativa en la población celular de 
mayor tamaño y complejidad. Las imágenes de la derecha muestran ejemplos representativos de áras de cultivo teñidas con x-gal 
para cada condición D) media de la longitud telomérica relativa de las dos poblaciones mediante Q-FISH en interfase usando 
sondas PNA teloméricas. La cuantificación se realizó tras la selección celular a pase uno de cultivo, mostrando una menor longitud 
telomérica media de las células de mayor talla y complejidad E) Análisis del porcentaje de células aneuploides para alguno de los 
cromosomas 8, 11 y 17 a pase dos de cultivo tras la selección celular. Los datos revelan un enriquecimiento significativo del  
número de células aneuploides totales para los tres marcadores en las células de mayor tamaño. Todos los experimentos se 
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Las curvas de crecimiento para las dos poblaciones, mostraron que las células de gran tamaño 
poseen una menor capacidad proliferativa e incapacidad para progresar a lo largo del cultivo (figura 
r20B), esta incapacidad de proliferación fue acompañada por una mayor población de células 
senescentes SA--gal positivas, presentando a su vez una aparente menor longitud telomérica y un alto 
índice de células aneuploides (figura r20C, r20D y r20E). El conjunto de datos demuestra que el 
mantenimeinto celular en cultivo promueve la senescencia celular de modo heterogéneo 
probablemente afectando a los clones celulares más suceptibles al daño y que éstas células senescentes 
se acumulan progresivamente con los pases. 
 
 
8.2 Potenciales biomarcadores de senescencia celular en cultivo 
 
 Dadas las implicaciones funcionales que tiene el estudio de la senescencia de las hMSC en 
cultivo, decidimos intentar elucidar cuales podrían ser los cambios transcripcionales implicados durante 
la senescencia celular y la posible relación con la inestabilidad genética. De este modo y mediante un 
array de expresión de genoma completo, comparamos los cambios de expresión génica que ocurren en 
las hMSC, durante las fases tardías del cultivo (pase 21) respecto a las fases tempranas (pase 2) en los 
cuatro donantes al 21%O2. Tras el análisis, pudimos identificar 42 genes diana cuya expresión 
presentaba una modificada significativa durante la senescencia celular con un valor de significancia 
ajustada a test múltiple q  ≤  0,05 (tabla r7). Se llevo acabo un análisis de ontología génica usando los 
genes más significativos con un valor estadístico q ≤ 0,12 (96 genes) (tabla r7), mediante el uso del 
programa informático Ingenuity (Ingenuity Systems; www.ingenuity.com). El análisis generó más de mil 
posibles funciones celulares alteradas, englobadas en 54 categorías posibles con un valor p < 0,05 que 
afectaban una gran variedad de procesos,  como la regulación del ciclo celular, proliferación, control de 
la ploidía, muerte celular, quimiotaxis e inflamación, entre otras; todas ellas imprescindibles para 
mantener la viabilidad celular y la bioseguridad de las células. 
 
 Dada la relevancia que ostenta la estabilidad genética para nuestro estudio y en particular el 
control de la ploidía o la poliploidización, decidimos focalizarnos en el análisis de los genes incluidos en 
estas funciones y que además poseen una elevada significancia estadística (p < 0,02) (tabla r8). Dentro 
de estas funciones, encontramos cuatro genes desregulados, tres de ellos con una sobreexpresión 
durante la senescencia (Scinderina (SCIN), proteína de anclaje quinasa A9 (AKAP9), y endotelina (EDN1)) 
y uno de ellos con expresión negativa en la senescencia, el ligando receptor de quimioquina 12 (CXCL12) 
(tabla r7). Para confirmar los datos obtenidos por el array de expresión, cuantificamos la expresión de 
estos genes implicados en control de la ploidía  por PCR cuantitativa mediante ensayo TaqMan, 
comparando células de pase temprano (p2) con células de pase tardío (p22) en todos los donantes. Así 
pudimos constatar una sobreexpresión significativa (p<0,05, T-Test pareado) para los genes SCIN, EDN1 
y AKAP9 de 10,46± 3,65 , 3,90± 0,72 y 2,64± 0,39 veces, respectivamente y una regulación negativa para 
la expresión del gen CXCL12 de -3,26± 0,97 aunque sin significancia estadística (p=0,09) en células de 
pase 22 (figura r21A). 
 
 Sabiendo que estas proteínas están relacionadas con el control de la ploidía (Guerriero et al., 
2001; Keryer et al., 2003; Kim et al., 2005; Nelson et al., 2003; Zunino et al., 2001) y que sus niveles de 
expresión se encuentran modificados durante la senescencia, decidimos comprobar el efecto del cultivo 
a bajas concentraciones de oxígeno sobre la desregulación de estos genes. Comparando los niveles de 
ARNm de células crecidas al 21%O2 con células crecidas al 3%O2 a divisiones celulares similares (p5-p8; 
17±2 divisiones celulares), encontramos que los niveles de expresión de SCIN, EDN1 y AKAP9 presentan 
un incremento de expresión de 4 (p=0,063), 1,76(p=0,018) y 1,8 (p=0,043) veces respectivamente en los 
cultivos al 21%O2 y que la expresión de CXCL12 mantiene menores niveles de expresión al 21%O2 que al 
3%O2 con un valor de -1,28 veces (p=0,001) (figura r21B).  Estos datos sugieren que los cultivos al 3%O2 
podrían estar retrasando la desregulación de estos genes a lo largo de las divisiones celulares en cultivo. 
Debido a que la sobreexpresión de hTERT en las hMSC induce inmortalización celular, reduce 
significativamente los niveles de ROS y además disminuye los niveles de aneuploidía en cultivo, quisimos 
comprobar el efecto de la sobreexpresión de hTERT sobre el perfil de expresión de estos genes 
desregulados a pase tardío. De este modo confirmamos que la expresión de hTERT revierte el perfil de 
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 Los resultados anteriores muestran que la modulación de varios de estos genes correlaciona 
con la senescencia en cultivo, niveles de estrés oxidativo, actividad telomerasa y aneuploidía 
cromosómica indicando que estos genes podrían ser nuevos candidatos para ser biomarcadores 






valor q   
AK126405 cADN FLJ44441 fis, clone UTERU2020242 0.06144 0.00000 
CXCL1 Quimioquina (C-X-C motivo) ligando 1 (Estimulador del crecimiento en 
melanomas, alfa)  
0.09130 0.00000 
PEAR1 Receptor endotelial 1 de agregación de plaquetas  0.16540 0.00000 
HIST1H1B Grupo de histonas 1, H1b  0.17444 0.00000 
BG216229 BG216229 RST35803 atersis librería RAGE Homo sapiens cADN  4.76091 0.00000 
TMEM130 Proteína transmembrana  3.74712 0.00000 
C1orf92 Marco de lectura abierta 92 del cromosoma 1  0.33217 0.00000 
KRTAP1-5 Proteína asociada a queratina 1-5  2.48026 0.00000 
FLJ39822 Proteína hipotética FLJ39822  8.90523 0.02950 
SYNPO2L Sinaptopodina 2  3.44588 0.02950 
BG542103 
602571323F1 NIH_MGC_77 Homo sapiens cADN clon IMAGE:4695748 5' 
3.35120 0.02950 
RP4-692D3.1 Proteína hipotética LOC728621 (LOC728621) 9.19692 0.02950 
SCIN Scinderina  12.30827 0.02950 
ACVR1C Receptor de activina A, tipo IC  2.94315 0.02950 
AK090546 cADN FLJ33227 fis, clon ASTRO2001088 2.38171 0.02950 
CD70 CD70  0.09732 0.03688 
CXCL12 ARNm para proteína FLJ00404 0.13728 0.03688 
SGIP1 Proteína de interacción 1 (SGP1), dominio SH3 similar a GRB2 (endofilina) 3.87213 0.03951 
FBXL16 Proteína con 16 residuos ricos en leucina y caja F (FBXL16) 19.18797 0.03951 
TTLL7 
Tubulina tirosina ligasa 7 (Proteína de desarrollo de téstis NYD-SP30)  
2.57914 0.03951 
LOC441461 Gen hipotético codificado por BC030123, ARNm  3.63509 0.04338 
SGIP1 Proteína de interacción 1, con dominio SH3 similar a GRB2 (endofilina) 3.89454 0.04338 
DKFZP547L112 ARNm; cADN DKFZp547L112 (clon DKFZp547L112) 5.53903 0.04338 
FBXO41 Proteína con motivo caja F 41 3.32792 0.04338 
STON1 Estonina 1  3.34887 0.04338 
TMEM155 Proteína transmembrana 155  4.12279 0.04338 
FRY  Proteína peluda homóloga de Drosophila  2.71585 0.04338 
AK001903 cADN FLJ11041 fis, clon PLACE1004405 2.24094 0.04338 
DMGDH Dimetilglicina deshidrogenasa, gen nuclear de codificación de proteína 
mitocondrial  
2.27945 0.04338 
EXOC6 Componente 6 del complejo de exocitosis, variante de transcripción 2  2.20574 0.04338 
C9orf125 Marco de lectura abierta 125 del cromosoma 9  2.06867 0.04338 
EGR2 Proteína de respuesta a crecimiento 2 (homóloga a Krox-20, Drosophila)  0.19656 0.04609 
CXCL2 Quimioquina (C-X-C motivo) ligando 2  0.19017 0.04609 
GALNT12 UDP-N-acetil-alfa-D-galactosamina:polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa 
12 (GalNAc-T12)  
0.35715 0.04609 
THC2727302 ALU6_HUMAN (P39193); Subfamilia Alu SP de aviso de contaminación parcial 
(9%)  
0.34618 0.04609 
LOC285141 Similar a CG14853-PB 0.22451 0.04609 
WHSC1 Proteína candidata 1 del síndrome de Wolf-Hirschhorn (WHSC1), variante de 
transcripción 1 
0.35256 0.04609 
C6orf105 Marco de lectura abierta 105 del cromosoma 6  0.40563 0.04609 
DGCR8 Región crítica del gen 8 del síndrome 0.43498 0.04609 
CXorf57 Marco de lectura abierta 57 del cromosoma X 0.44806 0.04609 
CR602569 Longitud completa del clon de cADN CS0DC001YL20 de Neuroblastoma Cot 25-
normalizado de Homo sapiens  
0.45495 0.04609 
HIST2H2AC Histona perteneciente al grupo de histonas H2ac  0.49847 0.04609 
OLFML1 Olfactomedina 1  0.27922 0.05028 
PCGF5 Dedo anular 5 del grupo policomb  2.42607 0.05028 
MANEAL Manosidasa, endo-alfa, variante de transcripción 2 2.75872 0.05028 
ATRX Proteína ligada a síndrome de alfa talasemia/retraso mental (homóloga de 
RAD54 , S. cerevisiae) (ATRX), variante de transcripción 1 
2.77504 0.05028 
STYK1 Serina/treonina/tirosina quinasa 1  3.84266 0.05028 
CDA Citidina deaminasa  4.14992 0.05028 
C5orf23 Marco de lectura abierta 23 del cromosoma 5  5.54761 0.05028 
 Resultados 
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valor q   
PLCB4 Fosfolipasa C beta 4, variante de transcripción 1 5.58003 0.05028 
DKFZP686A01 Proteína hipotética (DKFZP686A01247) 2.61596 0.05028 
TUBA4A Tubulina alfa 4a  2.43547 0.05028 
BX111520 BX111520 Soares placenta Nb2HP Homo sapiens cADN clon IMAGp998L15208,  2.14481 0.05028 
BAMBI Inhibidor encuadernado de membrana para BMP y Activina (homólogo de 
BAMBI, Xenopus laevis)  
2.49490 0.05028 
LOC728783 Proteína hipotética LOC728783  10.76472 0.05028 
NEXN Nexilina (proteína de unión a actina F)  2.09252 0.05028 
CHML Coroideremia tipo 2 (proteína 2 escolta de Rab)  2.05838 0.05028 
C9orf125 Proteína sin caracterizar C9orf125 2.01613 0.05028 
KRTAP1-1 Proteína asociada a queratina 1-1  2.02812 0.05028 
AMN1 Proteína perteneciente a la red 1 de procesos antagonistas de la salida de mitosis 
(S. cerevisiae) 
1.63594 0.05028 
INA Proteína intermediaria alfa de filamentos neuronales  1.67648 0.05028 
CALD1 Caldesmón 1, variante de transcripción 1  1.73308 0.05028 
FLJ23569 cADN: FLJ23569 fis, clon LNG11861 1.78550 0.05028 
THC2657938 Q77LW4_9NUCL (Q77LW4) Fgf, parcial (5%)  1.79151 0.05028 
EDN1 Endotelina 1  1.89266 0.05028 
C3orf23 Marco de lectura abierta 23 del cromosoma 23, variante de transcripción 1  1.91169 0.05028 
STAU2 Proteína de unión a ARN, Staufen (homóloga 2 de STAU2 en Drosophila)  1.92488 0.05028 
IBRDC2 Proteína de dominio 2 conteniendo IBR  5.92232 0.05344 
LOC201229 Proteína hipotética LOC201229  1.58697 0.05344 
ITIH5 Inhibidor H5 Inter-alfa (globulina), variante de transcripción 1 0.16884 0.05980 
CDCA7 Proteína 7 asociada a división del ciclo celular, variante de transcripción 1 0.17146 0.05980 
CLDN11 Claudina 11 (proteína transmembrana de oligodendrocitos)  0.42055 0.05980 
LOC91461 Proteína hipotética BC007901 (LOC91461) 0.42061 0.05980 
FANK1 Fibronectina tipo III y dominios de repetición de ankirina 1  2.11843 0.05980 
REEP2 Accesorio 2 de proteína receptora  2.51215 0.06308 
THAP2 Proteína 2 asociada a apoptosis conteniendo el dominio THAP  2.40176 0.06308 
CXCL2 Quimioquina (C-X-C motif) ligando 2  0.21181 0.11107 
ABI3BP cADN: FLJ21551 fis, clon COL06266 0.36997 0.11107 
CLDN11 Claudina 11 (proteína transmembrana de oligodendrocitos) 0.46275 0.11107 
LMOD1 Leiomodina 1 (músculo liso) (LMOD1) 3.30487 0.11107 
KBTBD3 Dominio 3 de repeticiones kelch y BTB (POZ), variante de transcripción 2 2.65074 0.11107 
ANKRD15 Dominio 15 de repeticiones ankirina (ANKRD15), variante de transcripción 2 1.60689 0.11107 
AK026459 cADN: FLJ22806 fis, clon KAIA2845 1.87246 0.11107 
VPS13A Proteína vacuolar de selección 13, variente de transcripción A (homóloga de 
VPS13A  en S. cerevisiae ) 
1.92798 0.11107 
CYBRD1 Citocromo b reductasa 1 (CYBRD1) 1.98528 0.11107 
BATF2 Factor de transcripción con cremallera de residuos básicos de leucina, ATF-tipo 2  0.23247 0.11499 
G0S2 Interruptor G0/G1 2 (G0S2) 0.30523 0.11499 
HSD17B6 Hidroxiesteroide (17-beta) deshidrogenasa 6 (homólogo de ratón HSD17B6) 3.94771 0.11499 
AKAP9 Proteína de anclaje quinasa A (PRKA) (yotiao) 9 (AKAP9), variante de 
transcripción 1 
2.35947 0.11499 
DYNLT3 Cadena ligera de la dineína tipo 3 (Tctex)   2.22825 0.11499 
ERGIC2 Proteína del retículo endoplasmático-golgi del compartimento 2 
[Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:Q96RQ1]  
1.70246 0.11499 
FAM82A ARNm desconocido  1.75436 0.11499 
SLC1A1 Transportados de solutos de la familia 1 (transportador de alta afinidad de 
glutamato, neuronal/epitelial)  
1.79960 0.11499 
SCAMP1 Proteína transportadora de secreción 1  2.02674 0.11499 
DBT Transacilasa dihidrolipoamida de cadena ramificada E2; proteína mitocondrial 
codificada por gen nuclear  
1.52564 0.11499 
 
Tabla r7. Cambio en el perfil de expresión génica comparando hMSC de pase tardío (pase 21) frente a hMSC de pase temprano 
(pase 2) al 21%O2 
 Listado de genes presentes en el cambio de expresión génica ocurrido a pases tardíos de cultivo, ordenados en función 
de su significancia estadística y con un valor de significancia FDR q < 0,12. En la tabla, se indican las veces relativas de 
desregulación que presenta cada uno de los genes a pases tardíos de cultivo frente a pases tempranos. Las casillas grises señalan 













Figura r21.  Desregulación de genes que controlan la ploidía en la senescencia 
 A) Cuantificación relativa de los cambios en la expresión génica mediante qRT-PCR (ensayo TaqMan) de los genes 
relacionados con el control de la ploidía (SCIN, EDN1, AKAPA9 y CXCL12) comparando células senescentes (pase 22) con células de 
pase temprano (pase 2). Los experimentos se realizaron por triplicado con las cuatro líneas independientes de hMSC y los datos se 
muestran en medias ± SEM (P* < 0,05; T test pareado) B) cuantificación relativa de los cambios de expresión génica de los genes  
implicados en el control de la ploidía comparando células crecidas al 21%O2 con células crecidas al 3%O2  a pases medios de cultivo 
(18± 2 divisiones celulares). Los experimentos se realizaron por triplicado con las cuatro líneas independientes de hMSC y los datos 
muestran las medias ± SEM. (P* < 0,05; T test pareado) C) cuantificación relativa de los cambios de expresión génica de los genes 
implicados en control de la ploidía comparando células senescentes y células transducidas con hTERT a pase 22 mostrando una 
reversión del patrón de expresión en células inmortalizadas. Los experimentos se realizaron por triplicado con las dos líneas 




Categoría Función Función de anotación valor P Moléculas 
Ciclo celular Ploidía ploidía de células 0.00031 AKAP9, CXCL12, EDN1 
Ciclo celular Ploidía ploidía 0.000368 AKAP9, CXCL12, EDN1 
Ciclo celular poliploidización poliploidización de líneas celulares de leucemias 0.00388 SCIN 
Ciclo celular Ploidía ploidía de células eucariotas 0.00643 AKAP9, CXCL12 
Ciclo celular Ploidía ploidía de líneas celulares de cáncer cervical 0.0116 AKAP9 
Ciclo celular poliploidización poliploidización de líneas celulares tumorales 0.0154 SCIN 
Ciclo celular Ploidía ploidía de megacariocitos 0.0192 CXCL12 
 
Tabla r8.  Genes implicados en las funciones de ploidía y poliploidización   
 Análisis funcional de ontología génica en el que se muestran las funciones génicas relacionadas con el control de la 
ploidía y la poliploidización y que presentan una alteración significativa (p < 0,02). En la tábla también se indican los genes que 
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8.2.1 Presencia de aneuploidía recurrente para el cromosoma 10 y el brazo corto (q) del cromosoma 
20 en los cultivos  de hMSC crecidos al 21%O2 
 
 Dada la incrementada presencia de células aneuploides durante los cultivos en ambas 
condiciones de oxígeno a lo largo de los pases, nos planteamos realizar un análisis citogenético mas 
detallado detectando variaciones génicas en número de copia a lo largo de todo el genoma mediante un 
array de Hibridación genómica comparada (CGH, Comparative Genomic Hybridization) (Kallioniemi et al., 
1992; Pollack et al., 1999). Esta técnica nos permite elucidar con una gran precisión y significacia 
estadística la existencia de pérdidas o ganancias de regiones génicas de un tamaño cercano a 250kpb. Se 
analizaron las 4 líneas independientes de hMSC a pase tardío (pase >18) en las dos condiciones de 
oxígeno junto con las líneas inmortalizadas hTERT (34Tert y 40Tert). Los resultados mostraron un 
aumento en el contenido génico de todo el cromosoma 10 para las líneas ft34-21%O2, ft34 hTERT-
21%O2 y ft40 hTERT-21%O2 y un aumento en el contenido génico del brazo corto (q) del cromosoma 20 
para las líneas ft34-21%O2 y ft34 hTERT-21%O2 (figura r22A y r22B). Decidimos corroborar estas 
amplificaciones en todas las líneas de hMSC crecidas al 21%O2 a pases tardíos del cultivo (pase >15) 
mediante la realización de FISH en interfase usando una sonda alfa satélite - CEP específica para la 
región centromérica del cromosoma 10 y del brazo corto (q) del cromosoma 20. Sorprendentemente, 
encontramos que un alto porcentaje de células crecidas en estas condiciones de oxígeno y que han 
sufrido periodos prolongados de expansión in vitro presentan copias extras para estas regiones 
cromosómicas en todas las líneas analizadas, llegando a alcanzar niveles superiores al 80% de 
aneuploidía para el cromosoma 10 y 70% para el brazo corto (q) del cromosoma 20 en algunas de las 
líneas (figura r23A – r23C); todo esto teniendo en cuenta que los valores de aneuploidía para los otros 
tres cromosomas analizados (cromosoma 8, cromosoma 11 y cromosoma 17) son inferiores a un 30% en 





Figura r22. Los cultivos de hMSC crecidos por largos periodos de tiempo al 21%O2 presentan amplificaciones del Cromosoma 10 
y del brazo corto (q) del cromosoma 20  
 A) Imágenes del estudio del análisis comparativo de genoma completo (CGH) de hMSC de pase corto frente a hMSC de 
pase largo, revelando una amplificación de todo el cromosoma 10 para las líneas ft34-21%O2, ft34-21%O2 hTERT y ft40-21%O2 
hTERT y una amplificación del brazo corto (q) del cromosoma 20 para las líneas ft34-21%O2, ft34-21%O2 hTERT a tiempos 
prolongados de cultivo (pase 22). El área coloreada sobre la línea basal en 0, ejemplifica el incremento en el contenido génico B) 
imagen representativa del FISH para la región centromérica del cromosoma 10 (azul) y el brazo corto (q) del cromosoma 20 (rojo) 
en los cultivos de hMSC a pase 20, mostrando una clara triploidía para estas dos regiones cromosómicas. Barra de escala, 10m. 
Resultados  
 




Figura r23. Los cultivos prolongados al 21%O2 poseen de forma recurrente amplificaciones para el cromosoma 10 y el brazo 
corto (q) del cromosoma 20 
 A) Porcentaje de células aneuploides en interfase para los cromosomas 8, 11, 17, 10 y brazo corto (q) del cromosoma 
20 en cada una de las hMSC crecidas al 21%O2 a pase 15 de cultivo. Se aprecia una fuerte representación de la aneuploidía para las 
sondas del cromosoma 10  y 20q  respecto a los otros tres cromosomas B) Porcentaje medio de células aneuploides en interfase 
de las cuatro líneas de hMSC crecidas al 21%O2 para los cromosomas 8, 11, 17 desde el pase 2 hasta el pase 20 y para los 
cromosomas 10 y brazo corto (q) del cromosoma 20 a pase 15 y 20 de cultivo. Los resultados se muestran como medias ± SEM. (P* 
< 0,05; T test pareado) C) Porcentaje medio de células aneuploides a pase 20 de cultivo para las cuatro líneas hMSC crecidas al 
21%O2, mostrando los niveles de aneuploidía para los cromosomas 8, 11, 17, 10 y brazo corto (q) del cromosoma 20. Los datos 
revelan un aumento significativo de la presencia de células aneuploides para los  cromosomas 10 y 20q respecto a los otros 
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 Con objeto de descartar cualquier suceso de contaminación cruzada entre las líneas cultivadas 
por largos periodos de tiempo, decidimos validar la pureza de cada una de las líneas independientes a 
pases tardíos a ambas presiones de oxígeno y transducidas con hTERT. Para este fin, se realizó un 
experimento de huella genética (fingerprinting) usando nueve marcadores de polimorfismos de 
nucleótidos simples (SNP, Single nucleotide Polymorphism) con un amplio rango de heterocigocidad, el 
cual nos permite validar la identidad genética de cada una de las líneas por separado. Se obtuvieron 
muestras de ADN genómico de tres de las líneas a pase inicial de cultivo y se estableció el patrón 
específico de polimorfismos de los nueve marcadores en cada línea. De modo similar, se estableció el 
patrón de expresión para los mismos marcadores en las células transducidas y sin transducir expuestas a 
periodos prolongados de cultivo en ambas condiciones de oxígeno.  El análisis confirmó que ninguna de 
las líneas analizadas poseía alteraciones en la homocigosis o heterocigosis de los marcadores y que el 
perfil polimórfico de cada una de las líneas a pases tardíos coincidía con su respectivo control de pase 
inicial (Tabla r9). 
 
 
  GC03 V046 V051 V056 V063 V072 V078 V085 V089     
ft34-21%p3                      VIC Homocigoto 
ft34-21%p20                      FAM Heterocigoto 
ft34-3%p10                      GFP Heterocigoto 
ft34hTERT p20 
21%O2                      Indeterminado 
Perfil genético 
ft34                      Datos perdidos 
               
ft36_21%p3                       
ft36_21%p20                       
ft36_3%p10                       
Perfil genético 
ft36                       
               
ft40-21%p3                       
ft40-21%P12                       
ft40-3%p10                       
ft40TERT p20 
21%O2                       
Perfil genético 
ft40                         
 
Tabla r9. Perfil polimórfico de nucleótidos para diferentes líneas de hMSC crecidas al 20%O2, 3%O2 y transducidas con hTERT 
 Representación gráfica del perfil polimórfico de nueve polimorfismos de un solo nucleótido (GC03, V046, V051, V056, 
V063, V072, V078, V085 y V090) para tres de las cuatro líneas de hMSC (FT34, FT36 y FT40) crecidas durante tiempos prolongados 
de cultivo al 21%O2 y al 3%O2 y transducidas con hTERT. Para descartar la homocigosis o heterocigosis en cada polimorfismo, el 
ensayo se realizó mediante tres fluorocromos distintos (VIC, FAM y GFP). Los resultados confirman que cada línea posee un perfil 
polimórfico característico y que a pases tardíos de cultivo no se han producido eventos de contaminación cruzada entre líneas .  
  
 En base a estas observaciones, podemos concluir que las mutaciones recurrentes observadas 
en el cambio del número de copia para el cromosoma 10 y el brazo corto (q) del cromosoma 20 se 
generaron de forma independiente en los cultivos de mesenquimales crecidos en estas condiciones y 
que además estos dos tipos de alteraciones podrían estar asociados al desarrollo de la senescencia de 
las hMSC en cultivo. Por otro lado, en base a los anteriores datos podemos suponer que alteraciones en 
el número de copia de estas dos regiones cromosómicas están proporcionando de algún modo una 
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I. La terapia celular y la problemática de la expansión celular in vitro  
El desarrollo de terapias mediante el uso de células ha crecido enormemente durante los 
últimos años. Dadas las propiedades regenerativas que ostentan las células madre, tanto embrionarias 
como adultas, estas se han convertido en la herramienta más utilizada en el campo de la terapia celular 
para el tratamiento de diferentes patologías. Sin embargo, debido a las consideraciones éticas, legales y 
de bioseguridad que conlleva el empleo de células madre embrionarias en la clínica, el uso de células 
madre adultas se ha visto incrementado vertiginosamente en los últimos años. En este contexto, el uso 
de hMSC en particular, se ha establecido como una de las herramientas fundamentales en los esquemas 
terapéuticos debido en parte a su presencia en una gran variedad de tejidos y a que ostentan procesos 
metodológicamente sencillos de aislamiento, manipulación y expansión (revisado en (Bianco et al., 
2008)). Es de destacar, que las hMSC derivadas de tejido adiposo han demostrado poseer ciertas 
ventajas respecto a sus homologas pertenecientes a otra fuentes tisulares ya que además de estar 
enriquecidas ampliamente en el tejido, son potencialmente mas accesibles y su procedimiento de 
extracción presenta una mayor reproducibilidad (Zuk et al., 2001). 
 Una de las problemáticas centrales a las que se enfrenta el uso de células madre en medicina 
regenerativa, atiende al periodo de expansión in vitro, el cual es necesario para llevar acabo la mayoría 
de  intervenciones terapéuticas aplicadas hoy en día en terapia celular. Como se ha mencionado en el 
apartado de introducción, para poder seleccionar y purificar un extracto de hMSC procedente de 
cualquiera de las fuentes tisulares actualmente conocidas, es necesario realizar procedimientos 
artificiales como la siembra en placas, ya que este es uno de los criterios inherentes a su definición 
(Dominici et al., 2006) y la expansión celular in vitro que es indispensable para alcanzar el número 
celular necesario para realizar el trasplante (www.clinicaltrial.gov). Las condiciones estándar de cultivo 
implementadas en la actualidad, han demostrado ser ciertamente estresantes para las células, por lo 
que surgen una serie de interrogantes acerca de la bioseguridad y la aplicabilidad de estas técnicas.  
 Resulta evidente que todas las condiciones de expansión deberían realizarse intentando emular 
el  entorno natural de la célula. Sin embargo, en la mayoría de salas blancas de producción celular las 
condiciones estándar de cultivo no se asemejan a las condiciones naturales de la célula y por tanto no 
son las más apropiadas para conservar el normal potencial proliferativo y multipotencial que las células 
madre adultas poseen. El impedimento actual para expandir las células en condiciones optimas, deriva 
esencialmente de la imposibilidad metodológica que representa la simulación in vitro de las condiciones 
naturales de la célula, debido en parte a la carencia de conocimiento respecto a la totalidad de factores 
solubles y no solubles que intervienen en el desarrollo y fisiología celular, de su interacción con otros 
tipos celulares o la disposición espacial que estas presentan en sus nichos naturales (Shay& Wright, 
2007; Wright& Shay, 2002). Por otra parte, a pesar de existir los conocimientos y herramientas 
necesarias para mejorar en algunos aspectos los protocolos de expansión, la mayoría de laboratorios 
continúan utilizando prácticas de cultivo tradicionales, en parte por la indiferencia de los propios 
investigadores y probablemente por el esfuerzo y costo añadido que conlleva el cambio de una práctica 
metodológica habitual (Shay& Wright, 2007).  
Uno de los parámetros potencialmente modificables que ha demostrado mejoras en la calidad 
de las células en cultivo, es el control de la concentración de oxígeno en los incubadores. Nosotros y 
otros autores hemos demostrado que disminuyendo la concentración de oxígeno en los cultivos hasta 
una tensión de oxígeno más próxima a la fisiológica, es posible mejorar el rendimiento y la eficacia de la 
producción celular, además de otros parámetros que discutiremos mas adelante (Estrada et al., 2011; 
Fehrer et al., 2007; Grayson et al., 2007; Li et al., 2011). A día de hoy, regular la tensión de oxígeno en 
los incubadores es económica y metodológicamente factible (Shay& Wright, 2007; Wright& Shay, 2006); 
sin embargo, la regulación de la tensión de oxígeno a lo largo de todo el procedimiento de manipulación 
(procesamientos fuera del incubador); resulta costosa y técnicamente compleja, ya que este tipo de 
tecnología se encuentra todavía en fases iniciales de desarrollo (véase por ejemplo 
(http://www.biospherix.com/cell-culture-equipment/hypoxia.html)). El adelanto en este tipo de 
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metodologías como en la de otras técnicas que permitan simular de un modo más preciso las 
condiciones naturales de las células in vitro, serán una de las claves necesarias para poder implementar 
de una manera más eficiente y biosegura la terapia celular en un futuro en la regeneración de tejidos 
(discutido en (Ahrlund-Richter et al., 2009; Goldring et al.)). 
 
De cara a la terapia celular, la manipulación celular ex vivo debe ser rigurosamente controlada 
y las condiciones de cultivo además de estar completamente definidas y caracterizadas, deben asegurar 
la calidad y bioseguridad del producto (Halme& Kessler, 2006). En base a estas y las anteriores 
consideraciones, creemos que la expansión celular in vitro a tensiones de oxígeno fisiológicas podría ser 
incluida dentro de los criterios necesarios para la producción celular definidos dentro de los “buenos 
procedimientos de producción” (GMP, Good Manufacturing Practice) y que por tanto deberían ser 
evaluados rigurosamente por las agencias reguladoras competentes como la FDA (Food and Drug 
Administrations) o el CDER (Center for Drug Evaluation and Research) en Estados Unidos y el EMEA 
(European Medicines Agency) o el CAT (Committee for Advanced Therapies) en la unión europea.  
En líneas generales, los estudios con hMSC han reportado considerables beneficios clínicos para 
el paciente y no han manifestado poseer riesgos para la salud de los individuos tras el trasplante. Sin 
embargo, a pesar de estos avances aún quedan numerosos aspectos por desentrañar en lo que respecta 
al aislamiento, caracterización y definición como tal, a su capacidad multi o pluripotencial y a su relación 
con el entorno y de cómo afecta este a su biología. En este sentido, ahondar en el estudio de las hMSC 
en el contexto de nichos particulares teniendo en cuenta las variaciones observadas según la fuente de 
obtención, microambiente donde se desarrollan y función biológica in vivo, permitirá optimizar y 
estandarizar mejor los protocolos de aislamiento y expansión de las diferentes fuentes de hMSC, para 
que de esta manera se puedan aprovechar mas eficientemente las propiedades regenerativas que estos 
tipos celulares poseen. 
II. La regulación de la tensión de oxígeno en el cultivo es crucial para el mantenimiento de la 
homeostasis del metabolismo, la producción de ROS y el control de la estabilidad genética 
Es previsible entender que las células de mamífero hayan optado por una estrategia evolutiva 
de adaptación metabólica a concentraciones de oxígeno relativamente bajas, que por supuesto se 
ajustan a las concentraciones encontradas en la mayoría de los tejidos in vivo (1-12%O2; normoxia). 
Estos niveles de oxígeno, están condicionados por un complejo sistema respiratorio y circulatorio que 
asegura el adecuado abastecimiento de oxígeno a los tejidos,  manteniéndolo en un rango estrecho que 
optimiza el balance entre el suministro y la demanda, acorde con la actividad energética de cada tejido 
(revisado en (Das, 2006)). Metodológicamente es difícil establecer la concentración de oxígeno a nivel 
celular, sin embargo muchos investigadores han logrado estimar mediante diferentes técnicas las 
posibles concentraciones de oxígeno encontradas en los microambientes o nichos celulares, en muchos 
casos delimitándolos por debajo del 1%O2 como es el caso de algunas zonas de la médula ósea o el 
cerebro (revisado en (Ivanovic, 2009; Mohyeldin et al., 2010)). Estos valores por lo tanto no serían 
tóxicos para las células y nos llevarían a un replanteamiento de los valores de oxígeno asociados 
tradicionalmente a los términos de hipoxia (<2%O2), normoxia (21%O2) e hiperoxia (>21%O2), en donde 
cada uno de estos términos sería específico para cada tipo celular correspondiente. En base a estas 
observaciones, la presión de oxígeno atmosférica (21%O2) sería por tanto una condición de oxígeno 
bastante elevada para el mantenimiento del balance energético natural de la célula, pudiendo generar 
cierta toxicidad celular (Papandreou et al., 2005; Toussaint et al., 2011). Aparte de las consideraciones 
semánticas, sugerimos que el mantenimiento de los cultivos celulares primarios debería realizarse a 
concentraciones de oxígeno próximas a las condiciones fisiológicas específicas de cada tipo celular 
dependiendo de su origen tisular. Así por ejemplo, si consideramos el caso de los cultivos de hMSC 
derivadas de tejido adiposo, el mantenimiento celular debería realizarse en un rango de tensión de 
oxígeno que oscile entre un 2%O2 y un 8%O2 (Figura i6; apartado de introducción) (revisado en 
(Mohyeldin et al., 2010)). 
En este trabajo, demostramos que los cultivos de hMSC procedentes de tejido adiposo, 
mantienen una mayor capacidad proliferativa cuando son cultivadas a concentraciones de oxígeno 
próximas a las fisiológicas (3%O2). Estos datos, corroboran los resultados obtenidos por diversos grupo 
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de investigación que aprecian fenómenos similares mediante el uso de otros tipos celulares primarios 
de mamífero cultivados a tensiones de oxígeno semejantes (Carswell et al., 2000; Falanga & Kirsner, 
1993; Fehrer et al., 2007; Forsyth et al., 2006; Grayson et al., 2007; Li et al.; Packer & Fuehr, 1977; 
Parrinello et al., 2003; Poulios et al., 2007). Las gráficas modelo de las curvas de crecimiento en los 
cultivos de hMSC, reflejan que a tiempos cortos de cultivo (cinco semanas) podemos llegar a obtener 
hasta 50 veces más de células al 3%O2 que al 21%O2, lo que a efectos prácticos se traduce en una 
reducción notable del tiempo de expansión aumentando considerablemente la eficiencia de la terapia. 
Además de este efecto favorable en la velocidad de replicación, evidenciamos también que el 
crecimiento celular al 3%O2 reduce considerablemente la aparición de células senescentes a pases 
medios de cultivo y que el número total de divisiones celulares acumulables que pueden alcanzar las 
hMSC en esta condición, es significativamente mayor (figura r2A y r3; apartado de resultados). Estos 
datos revelan que la presencia de oxígeno en los cultivos influye decisivamente sobre la proliferación 
celular y la aparición del fenotipo senescente en cultivo y que las condiciones de oxígeno hiperóxicas 
(21%O2) son perjudiciales para la integridad de la célula. 
 
 
2.1 La estabilidad de HIF mantiene el metabolismo celular y reduce el estrés oxidativo  
 
El oxígeno por sí mismo es un elemento inocuo para los sistemas biológicos que lo emplean 
como fuente principal de energía. Por el contrario, las especies reactivas del oxígeno derivadas de su 
metabolismo son considerablemente tóxicas y promueven el daño celular a distintos niveles. En este 
contexto, proponemos al estrés oxidativo como esencial mediador entre el desencadenamiento de la 
senescencia prematura y el mantenimiento celular a concentraciones de oxígeno suprafisiológicas 
(21%O2).  
 
 Nuestros resultados revelan que los cultivos de hMSC desarrollados a concentraciones de 
oxígeno suprafisiológica, producen un cambio en el balance de obtención energético que favorece una 
mayor disposición de energía proveniente del metabolismo de la fosforilación oxidativa y una menor 
disposición energética proveniente del metabolismo glucolítico. Este hecho se ve reflejado en nuestros 
experimentos de bioenergética celular (Seahorse) y detección de lactato, que confirman un elevado 
consumo de oxígeno y una reducida producción de lactato en las líneas de hMSC mantenidas al 21%O2. 
Comprobamos que este cambio en el metabolismo puede estar mediado al menos por uno de los 
mecanismos de sensibilización a oxígeno del que disponen las células y que es dependiente del factor de 
inducción de hipoxia HIF1. Como muestran nuestros datos de expresión génica y el análisis de 
ontología génica (GO) para los cultivos desarrollados a diferentes presiones parciales de oxígeno, 
acreditamos que el cultivo celular al 3%O2 causa un cambio en el perfil de expresión transcripcional que 
se asocia principalmente a un aumento de genes y funciones celulares que están implicadas en el 
metabolismo anaeróbico de la glucosa. El hecho de que HIF1 esté detrás de este cambio 
transcripcional, es soportado en primer lugar por su conocida y bien documentada relación con el 
metabolismo y la expresión de genes glucolíticos que permiten la adaptación de las células a 
condiciones de bajo oxígeno (Kim et al., 2006; Lum et al., 2007; Seagroves et al., 2001); en segundo 
lugar, porque en nuestro modelo celular confirmamos que la expresión de HIF1 se mantiene 
notablemente más estable al 3%O2  que al 21%O2 y en tercer lugar, porque constatamos que 12 de los 
genes detectados en el perfil de expresión génica implicados en el cambio metabólico son a su vez 
dianas transcripcionales directas de HIF1 (Schofield & Ratcliffe, 2004).  
 
Desde el planteamiento de la teoría del envejecimiento descrita por Harman hace mas de 50 
años, en la que se propone a las especies reactivas del oxígeno como uno de los principales 
desencadenante del envejecimiento (Harman, 1956), numerosas evidencias señalan que una 
desregulación en la producción de ROS por parte de la mitocondria podría conducir a la senescencia 
prematura y contribuir al envejecimiento de los organismos (Hutter et al., 2004; Liu et al., 2002b; 
Moiseeva et al., 2009; Passos et al., 2007a). 
 
 En este trabajo, hemos comprobado la existencia de una correlación entre los cultivos de hMSC 
crecidos a altas tensiones de oxígeno (21%O2) y una elevada presencia de estrés oxidativo. El aumento 
del estrés oxidativo en las células quedo demostrado por el elevado contenido del radical superóxido 
(O2
-) y la incrementada acumulación de los subproductos derivados de la oxidación de componentes 
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celulares, como el carbonilo y el malondialdehído. De modo semejante, constatamos que la producción 
del radical O2
- a bajas tensiones oxígeno se mantiene parcialmente más estable a lo largo del tiempo 
que cuando las células son cultivadas a tensiones de oxígeno suprafisiológicas, en donde la producción 
de este radical incrementa de forma gradual y en mayor medida a lo largo de los pases. Estos datos 
sugirieren la existencia de algún mecanismo que mantiene más estable la producción de este radical al 
3%O2 incluso tras el efecto deletéreo que ejerce la senescencia en cultivo. Podemos suponer que este 
exceso de daño oxidativo presente en las hMSC crecidas al 21%O2, está mediado por el aumento no 
fisiológico de la actividad metabólica mitocondrial.  
 
 Por una parte, sabemos que HIF1 posee una fuerte influencia sobre la modulación e inhibición 
de la respiración mitocondrial (Fukuda et al., 2007; Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006; Tello et al., 
2011) y por otra, que ésta proteína suele ser rápidamente degradada cuando las concentraciones de 
oxígeno superan el 5%O2 (Jiang et al., 1996), por lo tanto la elevada concentración de oxígeno en el 
cultivo ejercerá una degradación inmediata no natural de la presencia de HIF1 en las células que 
promoverá un inadecuado funcionamiento de la actividad mitocondrial afectando la producción de ROS. 
En esta misma línea, podría sugerirse que el aumento de la disponibilidad de oxígeno como sustrato 
podría favorecer de modo directo una mayor actividad mitocondrial, sin embargo el hecho de que la 
enzima citocromo c oxidasa (complejo IV) encargada de la reducción del oxígeno a H2O mantenga una 
constante de michaellis (km) excesivamente baja (<1M  0,1%O2) (Gnaiger et al., 1998; Smolenski et 
al., 1991; Stumpe & Schrader, 1997; Wikström et al., 1981) pone en duda la posibilidad esta hipótesis. 
De éste modo, podemos considerar a la presencia de HIF en las células y a su respuesta transcripcional 
como uno de los principales mecanismos moleculares encargados de controlar la adecuada actividad 
metabólica mitocondrial y por consiguiente de la producción de ROS endógeno. De hecho, un reciente 
trabajo confirma que HIF1 es necesario para reducir la formación de ROS mediante la disminución del 
consumo de oxígeno a través de la inhibición de la actividad del complejo I de la ETC en la mitocondria 
(Tello et al., 2011). 
 
 Aunque es comúnmente asumido que el incremento en el consumo de oxígeno produce un 
aumento en la formación de ROS por parte de la ETC, la existencia de datos contradictorios mantiene 
cierta controversia al respecto (revisado en (Balaban et al., 2005; Murphy, 2009)). El abordaje 
experimental que llevamos acabo en este trabajo, no nos permite desvelar el mecanismo molecular por 
el cual el aumento del consumo de oxígeno al 21%O2 está asociado a la sobreproducción del radical O2
- 
por la ETC. Sin embargo, persuasivamente proponemos que el hecho de mantener las hMSC en 
condiciones de oxígeno altamente hiperóxicas (no fisiológicas), produce una alteración en el balance 
energético natural de la célula que es desencadenado en esencia por la degradación de HIF 
(importante regulador del metabolismo) y que promueve a su vez una mayor actividad metabólica 
mitocondrial “no natural” la cual será la encargada de liberar una mayor producción de ROS y  
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Figura d1. Relación entre el metabolismo mitocondrial y el desencadenamiento de la senescencia celular 
 La exposición celular a tensiones de oxígeno hiperóxicas, promoverán la degradación del factor de transcripción de 
inducción por hipoxia (HIF1). La ausencia anormal de HIF1 en las células generará un cambio en la homeostasis del 
metabolismo pasando de un estado más glucolítico y de baja respiración mitocondrial, a un estado de menor actividad glucolítica 
y mayor respiración mitocondrial. El aumento anormal de la actividad metabólica mitocondrial favorecerá la formación de ROS por 
parte de la ETC y promoverá el daño oxidativo en las células. El ROS generado durante la respiración, podrá afectar a los tres 
mecanismos principales de desencadenamiento de la senescencia celular; 1. Acortamiento telomérico, 2. Daño en el ADN y 3. 
Desrepresión del locus INK4/ARF, aunque en este último no existe una evidencia clara sobre su modo de acción. La activación de 
estos tres factores  promoverá la respuesta del DDR o la expresión de las proteínas P14 y P16. Tanto la activación del DDR co mo la 
expresión de P14 y P16 convegerán en la activación de las proteínas supresoras de tumores P53 y RB, las cuales serán las 
encargadas de desencadenar la parada del ciclo celular, senescencia o apoptosis, dependiendo del grado e intensidad del daño.  
 
 
2.2. La hiperoxia compromete la viabilidad y la bioseguridad del cultivo 
 
El estrés oxidativo es un importante factor a tener en cuenta en el desarrollo de la terapia 
celular, especialmente durante el periodo de expansión celular en cultivo, ya que este ocupa un periodo 
importante dentro de los protocolos diseñados para la aplicación de la terapia. Por otra parte, la 
presencia de ROS en el cultivo es determinante en la aparición de la senescencia prematura, la cual 
puede producirse mediante la activación de respuestas celulares específicas a daño, como la del daño 
en el ADN (von Zglinicki et al., 2001), el acortamiento telomérico (von Zglinicki et al., 2003) o la 
desrepresión del locus INK4-ARF (Ito et al., 2006; Iwasa et al., 2003). El daño en el ADN es uno de los 
efectos más nocivos de las especies reactivas del oxígeno para las células, ya que además de promover 
la senescencia celular, genera mutaciones y aberraciones cromosómicas que si no son eficientemente 
reparadas y afectan secuencias génicas implicadas en la expresión de proteínas que controlan el proceso 
de división celular (oncogenes o genes supresores de tumores) pueden favorecer la transformación de 
las células (Hahn& Weinberg, 2002). 
  
 Nuestro estudio revela que los cultivos de hMSC desarrollados a elevadas tensiones de oxígeno 
y asociados a una mayor presencia de ROS, además de poseer un incrementado daño oxidativo 
generalizado, presentan una acrecentada frecuencia de roturas en el ADN, marcada por el elevado 
número de focos nucleares de la proteína 53BP1 y por la incrementada aparición de aberraciones 
cromosómicas estructurales, las cuales son un reflejo de la formación de DSB (figura r5A-C y figura r10; 
apartado de resultados). Este aumento del daño génico fue acompañado por una mayor acumulación 
de las proteínas controladoras de la proliferación celular P21 y P53 y que a su vez pertenecen al sistema 
de respuesta a daño génico (DDR). El aumento significativo de estas proteínas y por tanto de mayor 
activación del sistema de protección celular frente a daño, sugiere que como respuesta a este exceso de 
daño genotóxico, se está generando un retraso en la progresión del ciclo para permitir previsiblemente 
la actuación de los mecanismos de reparación frente a daño génico; NER, BER, HR y NHEJ. De este 
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modo, La aumentada activación del DDR podría suponerse como uno de los principales mecanismos 
culpables de la aminorada capacidad proliferativa que ostentan las hMSC al 21%O2, escencialmente 
observada durante los primeros pases de cultivo.  
 
  Aunque se han presentado un gran número de hipótesis intentando elucidar la posible relación 
entre las variaciones en la concentración de oxígeno y el control de genes controladores del ciclo celular 
como P53, todavía no existe un consenso generalizado al respecto (revisado (Sermeus& Michiels)). En 
este punto, es importante enfatizar que a pesar de que los cultivos de hMSC al 3%O2 exhiben una mayor 
capacidad proliferativa, el análisis de ontología génica sólo reveló una posible función alterada 
relacionada con el control del ciclo celular, supervivencia y/o apoptosis, en donde incluso dos de las tres 
proteínas implicadas en esta función están asociadas con la hipoxia y la expresión de HIF1 (Bruick, 
2000). Esto sugiere que el efecto proliferativo asociado a las bajas condiciones de oxígeno es 
sustancialmente promovido por un cambio transcripcional metabólico derivado de la presencia de HIF, 
más que por un efecto directo sobre el control de los genes que regulan el ciclo celular, como pueden 
ser oncogenes o genes supresores de tumores. Sin embargo, es de mencionar que no es posible 
descartar la posibilidad de que el incremento en el crecimiento celular observado al 3%O2, sea 
consecuencia de un efecto paracrino o autocrino supeditado a la secreción de citoquinas o 
quimioquinas también dependiente de la activación de HIF1 (Coppe et al., 2008; Toussaint et al., 
2011). No obstante, nuestro análisis de GO no mostró modificaciones significativas en funciones 
relacionadas con la activación de este tipo de moléculas y sólo la expresión de una quimioquina (CXCL2) 
aparece modificada significativamente en el listado de los 828 genes del array (tabla r3; apartado de 
resultados).  
 
 Teniendo en cuenta los hechos anteriormente descritos, proponemos una posible relación 
indirecta entre la regulación del metabolismo celular y el control de la proliferación celular, en el que el 
vínculo de ambos sería la formación de ROS y el daño oxidativo. Brevemente, la excesiva presencia de 
oxígeno en el ambiente promoverá una desregulación metabólica que favorecerá a su vez la formación 
de ROS mitocondrial, generando un incrementado daño en el ADN que consecuentemente podrá activar 
una mayor respuesta DDR y posteriormente promoverá una aminorada proliferación celular (figura d1); 
todo ello sin descartar el efecto de la secreción de factores de crecimiento al medio que igualmente 
podrían alterar la proliferación de las células. 
 
 
2.2.1 La hiperoxia promueve el acortamiento telomérico 
 
 El exceso de daño en el ADN mediado por la presencia de ROS, puede afectar el mantenimiento 
y la longitud del telómero (von Zglinicki, 2002; von Zglinicki et al., 2000). Nuestros resultados indican 
que las hMSC en cultivo, no expresan ni mantienen actividad telomerasa endógena al igual que la 
mayoría de los cultivos celulares primarios humanos. La ausencia de actividad telomerasa en nuestro 
modelo celular, implica que estas células son susceptibles de sufrir el fenómeno del acortamiento 
telomérico con las divisiones celulares y que por tanto, son capaces de alcanzar la senescencia 
replicativa con los pases. 
 
Nuestro análisis de longitud telomérica reveló que los cultivos de hMSC crecidos al 21%O2, que 
están asociados a elevadas concentraciones de ROS y daño génico, mantienen una incrementada tasa 
de acortamiento telomérico respecto al 3%O2, llegando a ser un 27% mayor tras 15 pases en cultivo 
(figura r9C y r9D; apartado de resultados). Por otro lado, comprobamos que el cambio en la 
concentración de oxígeno en el medio no generó ningún efecto sobre la expresión ni la actividad de la 
telomerasa, demostrando que el efecto observado sobre el acortamiento telomérico es independiente 
de la actividad de esta enzima. En base a estas observaciones y en línea con las evidencias de otros 
investigadores (von Zglinicki et al., 2003), podemos concluir que el incrementado daño en el ADN 
generado al 21%O2 puede ocurrir en las regiones teloméricas y favorecer una mayor tasa de 
acortamiento del telómero e interferir de este modo con el reloj mitótico celular. Estas evidencias son 
contrastadas por el reducido número de divisiones celulares totales observado tras las 22 semanas de 
cultivo, el cual limitó a un 17% menos el número de divisiones celulares acumuladas al 21%O2 respecto 
al 3%O2 (figura r2; apartado de resultados). Es notable resaltar que tras 15 pases de cultivo y habiendo 
soportado un incrementado número de divisiones celulares, las hMSC crecidas al 3%O2 continuaban 
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manteniendo una longitud telomérica media mayor que sus homólogas crecidas al 21%O2, demostrando 
que el exceso de estrés oxidativo observado al 21%O2 posee un efecto más relevante sobre la longitud 
del telómero que el propio problema endógeno de la síntesis incompleta generado por la replicación 
celular.  
 
En su conjunto, los datos nos permiten concluir que el fenómeno de la senescencia celular 
observado en las dos condiciones de oxígeno, son consecuencia del efecto sinérgico entre el daño 
oxidativo directo de las diferentes estructuras celulares y la activación de sistemas de protección frente 
a daño, como el DDR. La activación de este sistema, puede ser tanto telómero dependiente como 
telómero independiente y ser a su vez altamente influenciable por las tensiones de oxígeno en el 
ambiente. El efecto acusado de la activación del DDR podría proponerse como una de las principales 
causas de la aminorada capacidad proliferativa de las hMSC crecidas al 21%O2 durante los primeros 
cinco pases de cultivo y también de la acrecentada senescencia celular prematura presente en esta 
condición. La presencia de daño oxidativo al 3%O2 aunque bajo pero existente, sugiere que es posible 
retrasar aún más la senescencia en este tipo de cultivos, dejan abierto el debate propuesto por otros 
autores, de si es posible mejorar las condiciones de cultivo de tal forma que se deje como barrera única 
de la proliferación al efecto de la senescencia generada por el problema de la síntesis incompleta o 
senescencia replicativa propiamente dicha (Serrano& Blasco, 2001; Sherr& DePinho, 2000). 
 
 
2.2.2 La hiperoxia promueve la inestabilidad genética 
 
 Cualquier lesión genética que incremente la tasa de mutación tendrá como consecuencia un 
aumento en la adquisición de nuevas mutaciones y aumentarán la probabilidad de desarrollo de 
inestabilidad genética y por tanto de transformación celular (Nowak et al., 2002). El proceso de 
inestabilidad genómica conduce habitualmente a una situación de aneuploidía, en la cual las células 
presentan un mayor o menor número del complemento normal de cromosomas de la especie. La 
inestabilidad genética en el cultivo, puede verse reflejada por un aumento de las aberraciones 
cromosómicas estructurales entendidas como desordenes en el contenido cromosómico (aneuploidía), 
roturas de cromátida o fusiones entre cromosomas, entre otras (revisado en (Martinez& Blasco, 2011)). 
Las situaciones de inestabilidad genómica (así como la aneuploidía) son muy frecuentes en células 
cancerosas, constituyendo de hecho una "marca distintiva" de estas células. Por esta razón, un aumento 
en la inestabilidad genética en el cultivo supondrá una mayor propensión a la transformación 
espontánea limitando por supuesto su uso terapéutico.  
 
 Dada la asociación habitual entre la elevada capacidad proliferativa de una población celular y 
la predisposición de esta a poseer una mayor habilidad tumorogénica; a priori podría suponerse que los 
cultivos celulares al 3%O2 son potencialmente mas tumorogénicos. Sin embargo, el hecho de que los 
cultivos de hMSC mantenidos en condiciones atmosféricas posean una mayor acumulación de daño en 
el ADN y una incrementada tasa de acortamiento telomérico sugiere que estas células son susceptibles 
de sufrir una mayor inestabilidad genética que sus homólogas crecidas a bajas condiciones de oxígeno. 
De hecho, nuestro estudio citogenético detallado así lo demuestra; la detección de alteraciones 
cromosómicas estructurales, el análisis de aneuploidía de células en interfase de los cromosomas 8, 11 y 
17 y el análisis del contenido cromosómico en metafase, reveló que los cultivos celulares crecidos al 
21%O2 mantienen una mayor inestabilidad genética generalizada que las células crecidas al 3%O2. Este 
aumento de inestabilidad cromosómica al 21%O2, confirma que este tipo de cultivos favorece la 
formación de clones celulares con niveles de bioseguridad comprometidos o disfuncionales que 
dificultarán en mayor medida su uso en medicina regenerativa que aquellos desarrollados a bajas 
tensiones de oxígeno. Tomando en cuenta que la hiperoxia es una condición desfavorable para el 
mantenimiento de la homeostasis celular y que ésta esta relacionada a una mayor inestabilidad 
genética, podemos sugerir que la elevada actividad proliferativa observada al 3%O2 (condición mas 
fisiológica) es una consecuencia de la mejora en las condiciones de crecimiento celular que de cierta 
forma retienen aún mas las propiedades proliferativas nativas de las células, mas que por un posible 
efecto de transformación asociada a esta condición. 
 
En este trabajo ponemos de manifiesto, que el exceso de especies reactivas del oxígeno 
generado por el tratamiento con Paraquat (PQ) y H2O2, es capaz de aumentar robustamente el número 
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de células aneuploides en interfase (indicativas de inestabilidad genética) y además promover la 
senescencia celular de manera considerable. Este hecho demuestra, que las especies reactivas del 
oxígeno, por tanto son uno de los intermediarios entre el incrementado número de células aneuploides 
y los cultivos mantenidos al 21%O2. El no evidenciar un mayor acortamiento telomérico en las 
condiciones oxidantes (PQ y H2O2), indica por una parte que la senescencia mediada por estrés oxidativo 
se produce de forma independiente a la longitud telomérica (probablemente debido al efecto agudo del 
daño oxidativo que generan los tratamientos (von Zglinicki, 2002)) y por otro lado que el acortamiento 
telomérico no es la única causa de inestabilidad genética generada en cultivo; por lo menos, en lo que 
respecta al cambio en el contenido génico de los cromosomas. Por consiguiente, existen mecanismos 
alternativos que promueven la aneuploidía celular en cultivo, que están supeditados al estrés oxidativo 
y que no dependen del acortamiento telomérico. Potencialmente, estos mecanismos podrían ser 
eventos de fusión celular, endoreplicación o ciclos abortivos (Storchova & Pellman, 2004), los cuales 
estamos pendientes de analizar. 
 
 Dentro de los ciclos abortivos, uno de los procesos capaz de promover la aneuploidía celular, es 
la formación de usos mitóticos aberrantes, los cuales se producen por fallos en la maquinaria de división 
celular durante la mitosis y la citocinesis. Este fenómeno se conoce como uno de los principales 
mecanismos implicados en la inducción de aneuploidía, debido a fallos en la segregación cromosómica 
durante la mitosis celular por la formación de usos mitóticos multipolares. Nuestros datos revelan que 
los cultivos al 21%O2 producen aproximadamente 3 veces mas usos mitóticos aberrantes que al 3%O2, lo 
que siguiere un mecanismo adicional al acortamiento telomérico aparentemente supeditado a ROS por 
el cual se podría generar aneuploidía en los cultivos. Finalmente, consideramos que defectos en la 
maquinaria de segregación cromosómica o la adquisición aberrante de un juego de cromosomas podría 
suponerse como un mecanismo adicional capaz de promover la senescencia celular. Sin embargo de 
momento no disponemos de datos experimentales suficientes que permitan sustentar esta hipótesis.  
 
 
2.3. La homeostasis de la actividad mitocondrial como efector de la senescencia en cultivo  
 
Hasta el momento, todos los datos aportados en este y otros trabajos, demuestran de manera 
global, que la modulación del oxígeno en el cultivo es un parámetro fundamental a tener en cuenta para 
la expansión celular in vitro y que claramente los cultivos tradicionales desarrollados a tensiones de 
oxígeno hiperóxicas como la atmosférica aumentan la toxicidad inherente asociada a las condiciones 
artificiales del cultivo. En este estudio planteamos un posible mecanismo por el cual los cultivos de 
hMSC crecidos a concentraciones de oxígeno próximas a las fisiológicas retrasan la aparición del 
fenotipo senescente y mantienen una mayor calidad de las células. El retraso en la senescencia y la 
mejoría en la calidad celular se ve reflejada, además de por la aminorada presencia de células 
senescentes –SA--gal- (la evidencia más directa), por la aumentada capacidad de proliferación y el 
incrementado número de divisiones celulares totales que poseen las células. La mejora en estos 
parámetros, es una evidencia directa del retraso en la senescencia, tanto telómero dependiente como 
telómero independiente. 
 
 En este trabajo, postulamos un modelo de interacción entre el metabolismo celular y la 
estabilidad genética, que sin lugar a duda creemos que afecta decisivamente a la proliferación celular en 
cultivo. Proponemos, que defectos en la actividad mitocondrial que alteren el balance natural en la 
producción de ROS, generarán daño citotóxico en la célula promoviendo la senescencia prematura y a 
su vez incrementando el riesgo de padecer eventos de transformación en cultivo. Particularmente, en 
nuestro modelo celular, sugerimos que la ausencia (anormal) de HIF1 originada por las elevadas 
tensiones de oxígeno como la atmosférica, generan un aberrante aumento del consumo de oxígeno y 
por tanto de la actividad mitocondrial, que actuará como el principal catalizador de la sobreproducción 
del radical superóxido (O2
-
). El exceso de ROS celular, será la causa fundamental del elevado daño 
oxidativo tanto citotóxico como genotóxico, el cual potenciará la activación de los mecanismos de 
protección frente a daño en el ADN (DDR) (Figura d1). El excesivo daño genotóxico, tanto telomérico 
como no telomérico, la promoción de la inestabilidad genética y la consecuente activación del DDR 
serán una de las causas fundamentales en la aparición de la senescencia celular prematura en cultivo, y 
paradójicamente también serán la causa principal de la aparición de una posible transformación celular 
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espontánea; aunque de momento no se ha demostrado que esta ocurra en los cultivos de células de 
origen humano. 
 
 En conclusión, proponemos que para salvaguardar más apropiadamente el equilibrio natural de 
las células, tanto de hMSC como de cualquier otro tipo celular primario, es indispensable realizar la 
expansión celular in vitro acorde a las concentraciones de oxígeno más próximas a sus fisiológicas. Esta 
condición, permitirá mejorar el metabolismo e indirectamente mantener una mayor estabilidad 
genética en cultivo (figura d3). 
 
 
III. La sobreexpresión de hTERT reduce la producción de ROS y mejora la estabilidad genética 
 
Como hemos discutido, el fenómeno de la senescencia replicativa tiene un papel crucial en el 
mantenimiento de las células madre en cultivo, por lo tanto es necesario entender de un modo preciso 
los procesos moleculares que la inducen. El mantenimiento de la longitud telomérica es uno de los 
mecanismos más estudiados y mejor caracterizados que evita la senescencia replicativa. En este trabajo 
corroboramos que la expresión ectópica de la subunidad catalítica de la telomerasa (hTERT) en las hMSC 
derivadas de tejido adiposo revierte el fenotipo asociado a la senescencia, alarga la longitud telomérica 
y permite el crecimiento celular continuado por tiempo indefinido en condiciones estándar de cultivo 
(21%O2).  
 
El acortamiento telomérico severo es una de las principales causas de formación de 
alteraciones cromosómicas estructurales (revisado en (Martinez& Blasco, 2011))). Nuestro análisis de 
detección de anomalías cromosómicas confirmó que la sobreexpresión de hTERT reduce por completo 
la presencia de fusiones de cromátida y en un importante porcentaje disminuye la aparición de roturas 
cromosómicas, incluso tras tiempos prolongados de cultivo (pase 22) (figura r11; apartado de 
resultados) corroborando de este modo la importante función de hTERT en el mantenimiento de la 
estabilidad genética. Por otro lado, sorprendentemente evidenciamos que la transducción de hTERT fue 
capaz de mantener los niveles “basales” de aneuploidía en interfase de los cromosomas 8, 11 y 17 tras 
22 semanas de cultivo (figura r12; apartado de resultados), reflejando el importante efecto protector 
que esta enzima posee sobre un proceso menos estudiado pero no menos importante como es el 
mantenimiento de la ploidía celular en cultivo. Aunque el mecanismo protector frente a la aneuploidía 
es menos evidente que el observado en otras aberraciones cromosómicas estructurales; se ha postulado 
al mantenimiento de la longitud del telómero como el principal mecanismo protector frente a la 
formación de células aneuploides, ya que éste limita la formación de eventos de fusión-puente-rotura 
durante la mitosis celular y evita una inadecuada segregación cromosómica (Gisselsson, 2005; van 
Steensel et al., 1998). Sin embargo, el hecho de que la aneuploidía se genere “robustamente” en 
nuestros cultivos y que esta pueda ocurrir mediante otros procesos no relacionados con la longitud del 
telómero, (como así lo demuestran nuestros experimentos de tratamientos con PQ y H2O2; los cuales 
inducen elevados niveles de aneuploidía manteniendo estable la longitud telomérica), insinúan que 
hTERT puede protege frente a la formación de células aneuploides mediante otras funciones no 
canónicas.  
 
Los resultados presentados en este trabajo, manifiestan el potente efecto protector que ha 
demostrado poseer hTERT en los cultivos celulares; el cual es capaz de mantener prácticamente 
inalterados los niveles de aneuploidía “generalizada” (aprox. 10%, para los cromosomas 8, 11 y 17), 
incluso tras 22 pases de cultivo y con mas de 50 divisiones celulares en condiciones estresantes. Por esta 
razón, es más que una presunción pensar que hTERT posee un efecto protector frente a la aneuploidía 
derivado de otro mecanismo ajeno al mantenimiento de la integridad del telómero y la inhibición de 
formación de eventos de fusión-puente-rotura. Algunas hipótesis avalan esta idea, sugiriendo que la 
actividad telomerasa posee un efecto directo sobre el alineamiento de los cromosomas en los usos 
mitóticos (Liu et al., 2002a) o que la integridad de los mismos protege frente a tetraploidización 
evitando saltos en la mitosis (Davoli et al., 2010). Sin embargo ninguna de ellas ha sido estudiada en 
profundidad y por tanto no existe un consenso claro al respecto. 
 
 Hasta hace poco tiempo el papel que se le asignaba a la telomerasa se reducida principalmente 
al mantenimiento de la longitud del telómero. Recientes trabajos han sugerido que la telomerasa es 
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capaz de participar en otros procesos celulares como en la reparación del daño en el ADN, la regulación 
del estado de la cromatina en respuesta al daño en el ADN (Masutomi et al., 2005) o la modulación de la 
expresión transcripcional de genes como Myc y Wnt (Choi et al., 2008). No obstante, ninguna de estas 
funciones se ha confirmado fehacientemente (revisado en (Cong & Shay, 2008)). Aparte de estas 
funciones telómero independientes, novedosos estudios revelan que la telomerasa reverso 
transcriptasa (hTERT) está presente en la mitocondria (Haendeler et al., 2009; Santos et al., 2006; 
Sharma et al., 2011) y que ésta puede tener un papel fundamental en el control de la producción de 
ROS; de hecho, algunos autores sugieren que hTERT es capaz de mejorar la función de la cadena 
transportadora de electrones mitocondrial y disminuir la producción de ROS endógeno (Ahmed et al., 
2008; Indran et al., 2011; Kovalenko et al., 2010; Sahin et al., 2011). Brevemente, se sabe que hTERT 
contiene un péptido señal de localización mitocondrial en el extremo N-terminal que le permite 
traslocar y acceder a la mitocondria manteniendo su actividad (Santos et al., 2004). Una vez en la 
mitocondria, hTERT es capaz de asociarse con el componente de ARN de la endoribonucleasa 
procesadora de ARN mitocondrial (RMRP, RNA component of mitochondrial RNA processing 
endoribonuclease) (Maida et al., 2009) y formar el complejo hTERT-RMRP, el cuál actuará como una ARN 
polimerasa dependiente de ARN (RdRp, RNA-dependent RNA polymerase) siendo capaz de generar un 
ARN de doble hebra a partir del propio RMRP, que posteriormente podrá ser procesado en el citosol por 
la endoribonucleasa DICER (endoribonuclease in the RNase III family) generando pequeños ARN de 
interferencia (siARN), los cuales a su vez controlarán los propios niveles endógenos de RMRP (Maida et 
al., 2009). De este modo se ha especulado que hTERT sería capaz de asociarse con otros tipos de ARN 
pudiendo regular la expresión de otros genes mediante la generación de otros tipos de siARN.  
  
 Nuestros datos preliminares confirman que ambas líneas de hMSC transducidas con hTERT son 
capaces de reducir la presencia del radical superóxido (O2
-), incluso tras un alto número de pases en 
cultivo y que este reducido nivel de O2
- es capaz de traducirse en un menor daño oxidativo para la célula 
(figura r14; apartado de resultados). Estos datos soportan el hasta ahora ignorado papel de hTERT en la 
regulación de la formación de ROS y apoyan la reciente evidencia que sugiere que hTERT actúa sobre la 
mitocondria de forma alternativa a su actividad reverso transcriptasa nuclear. El posible control de 
hTERT sobre la producción de ROS, introduce un parámetro mas a tener en cuenta sobre la capacidad 
que posee esta enzima para regular la estabilidad genética celular; ya que esta propiedad de modular la 
formación de ROS endógeno, le permitiría controlar indirectamente el potencial daño oxidativo 
derivado de estas especies (figura d2). Por otra parte, hay que remarcar que este aparente efecto 
promiscuo que posee la telomerasa o específicamente su subunidad catalítica hTERT, sería mucho más 
convincente a la hora de explicar los efectos “beneficiosos” generalizados que produce la 
sobreexpresión de esta enzima sobre los cultivos celulares. Con el fin de contrastar nuestros datos y los 
datos presentados por otros autores, actualmente en el laboratorio estamos infectando un mayor 
número de líneas hMSC de distintas fuentes y comprobando diferentes parámetros relacionados con la 
senescencia, malignicidad y regeneración de tejidos; todo esto, de cara a evaluar su potencial uso en la 
clínica. 
 
 Cabe mencionar que la combinación de la terapia génica con la terapia celular podría ser una 
opción para solventar el problema de la expansión celular en cultivo y la senescencia replicativa. Al igual 
que se ha especulado con el posible uso de las iPS en terapia celular o se ha intentado mediante el uso 
de las ES (véase la discusión del primer ensayo clínico con ES en lesión de médula espinal -GRNOPC1-  
cancelado (Frantz, 2012; Wirth et al., 2011)), las cuales poseen una elevada actividad telomerasa, 
potente capacidad proliferativa y elevado potencial tumorogénico; no es del todo descabellado postular 
una estrategia combinada en la que se sobreexprese hTERT en hMSC para aplicar en terapia (Klinger et 
al., 2006). Trabajos iniciales sugirieron que la inmortalización de células somáticas con telomerasa no 
conducía a cambios asociados con el cáncer (Jiang et al., 1999; Morales et al., 1999). Sin embargo, tras 
subsecuentes estudios más detallados se demostró la vulnerabilidad de estas células para sufrir cambios 
genéticos y epigenéticos que promueven su transformación en cultivo (Milyavsky et al., 2003; Noble et 
al., 2004; Serakinci et al., 2004). Se puede dar por sentado, que la eliminación de la barrera de la 
senescencia replicativa por parte de la sobreexpresión de hTERT apunta a que estas células sean 
proclives a sufrir transformación ya que la senescencia por si misma es uno de los mecanismos básicos 
de protección frente al cáncer cuando las células han sido dañadas (Collado& Serrano, 2010; Hanahan& 
Weinberg, 2011). De la misma manera, el uso de terapia génica que conlleve la integración de ADN (ej. 
infección lentiviral) conforma un riesgo añadido para sufrir mutaciones y por tanto transformación. Por 
 Discusión 
 
Juan C. Estrada   119 | P á g i n a  
    
tanto, únicamente estrategias que puedan aumentar de forma transitoria los niveles de actividad 
telomerasa (inducción química, uso de vectores no integrativos, etc.) son en este momento 
consideradas para un uso clínico. No obstante, dado el importante potencial replicativo y regenerativo 
que poseen estos tipos celulares inmortales, telomerasa positivos o reprogramados con factores 
definidos (ES, iPS o células primarias transducidas con hTERT); creemos que deberían continuar 
centrándose los esfuerzos en conocer mejor su biología para poder llegar a controlar de un modo 






Figura d2. Papel de la sobreexpresión de hTERT sobre la regulación de la actividad metabólica mitocondrial y la inhibición de  la 
senescencia 
 Recientes evidencias ponen de manifiesto la elevada promiscuidad que posee la subunidad catalítica de la telomerasa 
(hTERT) para afectar múltiples procesos celulares independientes al mantenimiento de la longitud del telómero. Se ha demostrado 
su potencial efecto sobre la reparación del daño en el ADN, la regulación de la estructura de la cromatina, el control del ciclo 
celular, la segregación cromosómica, la modulación de la expresión transcripcional o la regulación de la actividad mitocondrial 
(revisado en (Cong& Shay, 2008; Martinez& Blasco, 2011)). En la representación gráfica se muestra el efecto inhibidor que ejerce 
la sobreexpresión de hTERT sobre el desencadenamiento de la senescencia celular. Esta inhibición, además de realizarse a través 
de la vía clásica del mantenimiento de la longitud del telómero podra producirse por un aumento en la eficiencia de reparació n del 
daño en el ADN (Masutomi et al., 2005) o indirectamente mediante la regulación del metabolismo mitocondrial, controlando la 
producción de ROS por parte de la ETC (Indran et al., 2011). 
 
 
IV. La aneuploidía como un posible marcador de senescencia 
 
 Para lograr una expansión biosegura y eficaz de las células madre en cultivo, es importante 
conocer todos los cambios celulares que se producen a lo largo de este periodo, ya que serán parte de la 
causa o consecuencia del alcance de la senescencia. Uno de los cambios fenotípicos más evidentes que 
se produce tras la senescencia de las células en cultivo, es el aumento del tamaño celular (Bayreuther et 
al., 1988), característica que ha demostrado mantener una relación con la baja longitud telomérica (von 
Zglinicki et al., 2003). Por otra parte, hace varias décadas que se ha descrito que en muchos tipos 
celulares de mamífero el aumento del tamaño celular va acompañado de un incremento lineal en el 
contenido génico (Epstein, 1967; Jacobs et al., 1963). La idea de que el aumento en el contenido génico 
este asociado con la senescencia celular, está reforzada por varios estudios que revelan que el 
mosaicismo cromosómico o aneuploidía se presenta en la ontogenia de los organismos acumulándose 
progresivamente con la edad (revisado en (Iourov et al., 2010)). Nuestro análisis de aneuploidía en 
interfase revela, que incluso a pases bajos de cultivo (pase 2) y a concentraciones de oxígeno fisiológicas 
(3%O2) se exhiben notables niveles “basales” de aneuploidía para el conjunto de los tres marcadores, 
presentando niveles cercanos al 10% (figura r12, apartado de resultados), lo que sugiere que las células 
aneuploides podrían estar presentes en el organismo de partida y no generarse como consecuencia del 
estrés generado en cultivo. Por otro lado, nuestros datos demuestran que tras tiempos prolongados de 
cultivo se produce un aumento gradual de la presencia de células aneuploides para los cromosomas 8, 
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11 y 17, así como de un evidente aumento del tamaño celular, que apunta a que este cambio en el 
contenido génico se correlaciona con la senescencia celular en cultivo, sugiriendo  que el cambio en el 
contenido génico podría ser un parámetro importante a tener en cuenta en la detección de senescencia 
celular en cultivo. 
 
Tras la realización de los experimentos de selección celular mediante separación citométrica de 
flujo (sorting) usando los parámetros de tamaño y complejidad, corroboramos que en nuestro modelo 
celular, las células de mayor talla y complejidad se asocian en toda regla a células senescentes. El 
aislamiento de las dos subpoblaciones celulares reveló que la subpoblación de células con un tamaño 
incrementado y una mayor complejidad posee un enriquecimiento en células SA--gal positivas, un 
mayor contenido de células aneuploides, una longitud telomérica media menor y una incrementada 
incapacidad para progresar a lo largo de los pases en el cultivo (figura 19; apartado de resultados). En 
conjunto, estos datos nos permiten confirmar que el proceso de senescencia celular in vitro, es un 
proceso gradual que afecta de modo heterogéneo al conjunto de células en cultivo y que ciertamente 
aquellas células que adquieren las características fenotípicas asociadas a una elevada talla son 
potencialmente más senescentes.  
 
El análisis del cambio de la expresión génica durante la expansión celular in vitro a lo largo del 
tiempo, demostró que durante la senescencia de hMSC en cultivo se produce un gran número de 
cambios transcripcionales que interfieren en una diversidad de procesos esenciales para la 
supervivencia celular (tabla 8; apartado de resultados). Pudimos evidenciar, que el mantenimiento del 
control de la ploidía esta presente dentro de estos cambios y que al menos cuatro genes implicados en 
esta función se encuentran desregulados en las células senescentes. Pocos trabajos describen la 
participación de estos genes (SCIN, AKAP9, EDN1 y CXCL12) en el control de la ploidía y ninguno en 
relación con la senescencia. Brevemente, se ha descrito por ejemplo, que SCIN es una proteína de 
ruptura de filamentos de actina que requiere calcio para su actividad y se ha sugerido como un factor 
promotor de la ploidía y talla celular, además de inhibir la proliferación en células de leucemia 
megacarioblástica (Zunino et al., 2001). AKAP9 se ha establecido como una proteína de soporte que 
participa en la maquinaria de señalización en los centrosomas; el desplazamiento de AKAP9 del 
centrosoma afecta la homeostasis del centriolo y previene la progresión del ciclo dejando una marcada 
presencia de aneuploidía (Keryer et al., 2003). EDN1 se ha señalado como un factor de crecimiento que 
esta asociado frecuentemente a células cancerosas (Kim et al., 2005) y participa en la inducción de 
cáncer de colon (Nelson et al., 2003). CXCL12 ha sido implicado en poliploidización de células 
hematopoyéticas y su diferenciación a linaje megacariocítico (Guerriero et al., 2001).  
 
Por otra parte, el hecho de que la desregulación de estos genes a lo largo del tiempo, sufra un 
retraso en células cultivadas a concentraciones de oxígeno más fisiológicas (3%O2) y que la 
sobreexpresión de hTERT a pases tardíos de cultivo sea capaz de revertir el perfil de desregulación de 
estos genes, corrobora en cierta medida la potencial implicación de estas dianas en el control de la 
aneuploidía celular y la senescencia. En base a estas consideraciones, nos encontramos por tanto, ante 
unas potenciales dianas implicadas en el desencadenamiento de la senescencia celular en cultivo, las 
cuales estarían encargadas de mantener el control de la ploidía celular. Por lo tanto, sugerimos que la 
sobreexpresión de SCIN, AKAP9 y EDN1 y la regulación a la baja de CXCL12 pueden conducir a un 
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Figura d3. Los cultivos de hMSC desarrollados a tensiones de oxígeno próximas a las fisiológicas y transducidas con hTERT 
mejoran la estabilidad celular durante la expansión in vitro 
 Esquema representativo de los tres modelos de crecimiento celular desarrollados en este trabajo y que atienden al 
crecimiento celular en condiciones tradicionales de cultivo a tensiones de oxígeno atmosférica (21%O2), próxima a la fisiológica 
(3%O2) y sobreexpresando hTERT. Los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que a tiempos cortos de cultivo el 
crecimiento celular al 3%O2 aumenta la proliferación celular, reduce el porcentaje de células senescentes, disminuye el estrés 
oxidativo y favorece la estabilidad genética respecto a los cultivos desarrollados al 21%O2. Estos datos sugieren que los cultivos 
crecidos a tensiones de oxígeno próximas a las fisiológicas son potencialmente mas bioseguros y de mayor calidad que aquellos  
desarrollados al 21%O2. Por otro lado, demostramos que la transducción con hTERT aumenta considerablemente la capacidad de 
proliferación, inhibe la senescencia, reduce los niveles de estrés oxidativo y mantiene la estabilidad genética siempre tiempos 
prolongados de cultivo. Carecemos de datos experimentales que revelen el papel que posee la sobreexpresión de hTERT a tiempos 
cortos de expansión y su efecto sobre la bioseguridad del cultivo. 
 
 
6.1 Triploidía y tetraploidía del cromosoma 10 como marcador de senescencia celular en cultivo 
 
 Como hemos mencionado, durante las divisiones celulares de las hMSC en cultivo la aparición 
de desordenes genéticos no es un fenómeno inusual. De hecho, una parte de la comunidad científica 
enfocada a la investigación con células madre en terapia celular da por sentada esta evidencia, 
indicando que la mayoría, si no todos los tipos celulares de mamífero adquieren algún tipo de cambio 
genético durante cualquier proceso de expansión celular en cultivo (revisado en (Goldring et al., 2011; 
Hyun et al., 2008)). Así por ejemplo, un gran número de estudios ha reportado que durante el cultivo 
celular prolongado, generalmente de células inmortales (ES, iPS) y eventualmente de células madre 
adultas (probablemente por el reducido número de ensayos), se adquieren mutaciones puntuales (Gore 
et al., 2011; Laurent et al., 2011), cambios subcariotípicos (Hussein et al., 2011) y alteraciones 
cromosómicas estructurales (Mayshar et al., 2010; Narva et al., 2010) que en muchas ocasiones se 
producen de modo recurrente (Baker et al., 2007; Draper et al., 2004; Lefort et al., 2008; Sareen et al., 
2009; Spits et al., 2008; Tarte et al., 2010). Algunos autores sugieren, que es posible utilizar esta 
recurrencia como un marcador de adaptación a las condiciones específicas de cultivo (Baker et al., 2007; 
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 Nuestros resultados confirman, que al menos las alteraciones cromosómicas como la 
aneuploidía están fuertemente representadas en los cultivos de hMSC derivadas de tejido adiposo, y 
que ésta aneuploidía incrementa paulatinamente con el tiempo de expansión independientemente de la 
tensión de oxígeno en el medio de cultivo. Observamos que no se produce una variación aleatoria en la 
ganancia o pérdida de copias para los cromosomas 8, 11 y 17 presentándose principalmente la 
adquisición de una copia extra para cada uno de los cromosomas inicialmente analizados (células 
triploides). Por el contrario, las alteraciones como las nulisomías y polisomías mostraron una 
considerablemente subrepresentación en la población celular; sugiriendo que este tipo de anomalías 
cromosómicas son perjudiciales para la viabilidad de las células y que por tanto son presuntamente 
eliminadas por apoptosis. La no aleatoria habilidad que ostentan las células triploides y modestamente 
las tetraploides para acumularse y sobrevivir durante tiempos prolongados, demuestra que este tipo de 
anormalidades otorgar una posible ventaja adaptativa en las condiciones en las que se desarrollan los 
cultivos y que es independiente de las variaciones de oxígeno en el medio. Es interesante resaltar que, a 
pesar de la existencia de una selección preferencial de tipo de aneuploidía, la acumulación específica de 
alguna de las variantes cromosómica de los cromosomas 8, 11 y 17 no fue evidenciada.  
 
 Dada la fuerte representación de la aneuploidía en los cultivos celulares senescentes, nos 
propusimos evaluar de un modo mas exhaustivo los cambios en la variación en el número de copia a lo 
largo de todo el genoma, mediante la técnica de alto rendimiento (aCGH, array-Comparative Genomic 
Hibridization), comparando el ADN de células de pase temprano (pase 2) con células de pase tardío 
(pase 21) tanto transducidas con hTERT como sin translucir y crecidas al 21%O2 y al 3%O2. El análisis 
reveló, que al menos tres de las líneas de hMSC crecidas al 21%O2 poseían alteraciones en algún punto 
del genoma y ninguna línea crecida al 3%O2 mantenía algún tipo de alteración. En concreto, la línea ft34 
transducida y sin transducir con hTERT presentó un aumento en el número de copia para todo el 
cromosoma 10 y el brazo corto (q) del cromosoma 20 y la línea ft40-hTERT presentó una acumulación 
del cromosoma 10. Sorprendentemente, la confirmación de estos resultados para estas dos regiones 
cromosómicas mediante FISH en interfase demostró que estas no eran las únicas líneas crecidas al 
21%O2 que ostentaban esta acumulación selectiva, desvelando que las otras tres líneas no transducidas 
también poseían altos niveles de aneuploidía para estas dos regiones cromosómicas y en especial para 
la del cromosoma 10, llegando incluso a afectar a más del 80% de las células tras tiempos prolongados 
de cultivo (figura r23; apartado de resultados). 
 
 El conjunto de datos nos permite establecer que durante el cultivo celular, se fomenta la 
adquisición aleatoria  de variaciones en el número de copia de diferentes regiones cromosómicas que se 
acumulan progresivamente durante el cultivo y que además se pueden producir de forma selectiva para 
ciertas secuencias génicas. La aparición recurrente del cromosoma 10 y del brazo corto (q) del 
cromosoma 20 en los cultivos prolongados de hMSC, sugiere que estas alteraciones génicas confieren 
de algún modo una ventaja adaptativa a aquellas células que las adquieren, permitiendo su selección 
clonal en las condiciones específicas en las que se desarrolla el cultivo. Por lo tanto, proponemos que la 
acumulación recurrente del cromosoma 10 podría utilizarse como un posible biomarcador para el 
crecimiento celular prolongado (o senescencia) de las hMSC derivadas de tejido adiposo en condiciones 
estándar de cultivo (figura d4). Actualmente estamos confirmando estos datos mediante un análisis más 
riguroso; aumentando el tamaño muestral, evaluando otros tipos celulares y valorando el posible efecto 
que pudiese tener el estrés oxidativo en cultivo sobre la recurrencia en esta alteración genética. 
 
 Por otro lado, el hecho de que las hMSC-TERT inmortalizadas presenten una selección clonal de 
las células con copias extras para el cromosoma 10 y el brazo corto (q) del cromosoma 20 a pesar de 
poseer una elevada estabilidad genética y niveles basales de aneuploidía para los cromosomas 8, 11 y 
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Figura d4. Marcadores de senescencia celular in vitro en condiciones estándar de cultivo 
 Durante el cultivo celular prolongado se produce un aumento gradual del número de células aneuploides para los 
cromosomas (cr) 8, 11 y 17, al igual que un cambio en el perfil de expresión génica que altera la expresión de genes implicados en 
el control de la ploidía, induciendo la sobreexpresión de los genes SCIN, EDN1 y AKAP9 y una expresión a la baja del gen CXCL12. 
La sobreexpresión de hTERT en las hMSC genera la inmortalización celular, mantiene estables los niveles de expresión de SCIN,  
EDN1, AKAP9 y CXCL12 y mantiene estable el número de células aneuploides para los cromosomas 8, 11 y 17. El array de CGH y la 
confirmación de éste a través de FISH en interfase demostraron que el incremento de aneuploidía celular se produce de forma 
recurrente para el cromosoma 10 y el brazo corto (q) del cromosoma 20 tanto en células inmortalizadas como en células sin 
inmortalizar cultivadas en condiciones estándar de cultivo.   
 
 
 Sabemos, que las alteraciones cromosómicas como la aneuploidía, son una marca específica de 
los canceres humanos (Hanahan& Weinberg, 2011) y que el cultivo celular per se y el periodo de 
expansión promueven la inestabilidad genética; por tanto el crecimiento celular ex vivo compromete 
sustancialmente el uso de cualquier tipo celular en la clínica. Resulta de especial relevancia establecer 
una serie de controles de calidad que determinen que las células expandidas retienen adecuadamente 
sus propiedades regenerativas y no son potencialmente tumorogénicas. Actualmente, se realizan 
rigurosos estudios de calidad y bioseguridad que controlan gran parte de los efectos deletéreos 
asociados al cultivo (Halme& Kessler, 2006). Sin embargo,  en el marco de la bioseguridad y 
enfocándonos en la estabilidad genética, sólo se realizan análisis de cariotipo para la detección de 
alteraciones génicas; los cuales excluyen la detección de alteraciones subcariotípicas como mutaciones 
puntuales, reordenamientos génicos o variaciones en número de copia de bajo tamaño; que como 
hemos mencionado, ocurren con elevada frecuencia en el cultivo (Gore et al., 2011; Hussein et al., 2011; 
Laurent et al., 2011). Por esta razón, es de verdadera importancia aplicar métodos citogenéticos más 
precisos y con mayor poder resolutivo que permitan realizar una evaluación genética íntegra y que 
aseguren de un modo más eficiente la estabilidad génica de un cultivo determinado. Dichas técnicas, 
podrían ser técnicas de aCGH o arrays de polimorfismos de nucleótidos simples (aSNP, Single Nucleotide 
Polymorphism-array). 
 
 Por otra parte, a pesar de conocer la inherente habilidad de los cultivos para generar cambios 
génicos en el número de copia (CNV), también sabemos que dentro de un organismo las células 
somáticas presentan habituales alteraciones génicas relacionadas con este fenómeno que no son 
patológicas para el individuo e incluso pueden llegar a mantener una relevante función en el desarrollo 
Discusión  
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natural del organismo (revisado en (Iourov et al., 2010; Storchova& Pellman, 2004)). Estos datos hacen 
suponer que no todas las aneuploidias encontradas en un cultivo aumentan inexorablemente la 
tumorogenicidad del mismo o lo excluyen tajantemente del uso en la clínica. De hecho el uso actual de 
células madre expandidas previamente in vitro  (posiblemente aneuploides) y que no provocan efectos 
adversos tras el trasplante, corroboran en parte esta hipótesis. El entendimiento funcional y fisiológico 
de las alteraciones genéticas que ocurren tanto en el organismo como en un determinado cultivo, 
supondrán la herramienta esencial que permitirá delimitar los grados aceptables de inestabilidad 
genética del cultivo para que de este modo puedan ser utilizados sin ningún riesgo en el paciente 
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1. Los cultivos de células madre mesenquimales humanas (hMSC) derivadas de tejido adiposo 
sometidos a tensiones de oxígeno próximas a las fisiológicas (3%O2), mejoran la capacidad de 
proliferación y retrasan la aparición de la senescencia celular en comparación con las células 
crecidas en condiciones estándar de cultivo (21%O2).  
 
2. La expansión celular in vitro de las hMSC en condiciones de oxígeno próximas a las fisiológicas 
disminuye el estrés oxidativo, reduce el daño en el ADN, retrasa el acortamiento telomérico y 
promueve la estabilidad genética celular. 
 
3. La aparición de células aneuploides durante los cultivos de hMSC incrementa progresivamente 
con el tiempo de expansión in vitro y es retrasada de manera significativa en los cultivos de 
hMSC desarrollados a tensiones de oxígeno próximas a las fisiológicas.  
 
4. La presencia de células aneuploides en los cultivos de hMSC es sustancialmente promovida por 
la hiperóxia (21%O2) y el estrés oxidativo del cultivo y puede originarse de manera 
independiente al acortamiento telomérico mediante la formación de husos mitóticos 
aberrantes. 
 
5. Los cultivos de hMSC sometidos a concentraciones de oxígeno próximas a las fisiológicas 
mantienen un estado metabólico celular caracterizado por una elevada actividad glucolítica y 
una reducida actividad mitocondrial que es sugerentemente dependiente de la estabilidad del 
factor de transcripción de inducción por hipoxia HIF1.  
 
6. La expresión ectópica de la subunidad catalítica de la telomerasa humana (hTERT) en los 
cultivos de hMSC, reduce significativamente el estrés oxidativo, aumenta la estabilidad 
genética e inhibe la aparición de la senescencia celular en condiciones estándar de cultivo 
(21%O2). 
 
7. El crecimiento prolongado de hMSC en condiciones estándar de cultivo promueve un cambio 
de expresión transcripcional que afecta una diversidad de funciones indispensables para el 
control de la homeostásis celular, entre las que destaca el control del mantenimiento de la 
ploidía en la célula. Se han señalado los genes SCNI, AKAP9, EDN1 y CXCL12 como potenciales 
biomarcadores de detección temprana de senescencia y/o elevada aneuploidía celular en 
cultivo.  
 
8. Los cultivos prolongados de hMSC en condiciones estándar de cultivo (21%O2), ostentan 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
I. Cultivos celulares 
 
 Las cuatro líneas de células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo 
(hMSC) se obtuvieron a partir de lipoaspirados procedentes del banco de células madre “Inbiobank Stem 
Cell Bank” (Inbiomed, San Sebastian, España). Todas las muestras fueron procesadas bajo estrictas 
condiciones, siguiendo los buenos procedimientos de producción (GMP, Good Manufacture Procedures) 
basados en el ISO9001:2000. Cada uno de los donantes fue testado y encontrado negativo para VIH-1, 
VIH-2, Hepatitis B y C, y micoplasma. Las hMSC fueron caracterizadas por el proveedor mediante 
protocolos específicos de diferenciación in vitro y marcaje linaje específico a condrocitos, osteoblastos y 
adipocitos; además de por fenotipo inmune presentando el siguiente perfil de expresión CD29+, CD73+ 
(SH3 y SH4), CD105+ (SH2), CD166+, CD45- y CD31-. 
 
1.1 Condiciones de cultivo 
 
 Las células fueron sembradas en placas convencionales de cultivo (BD Bioscience, San José, CA, 
US) usando medio de cultivo estándar Dubecco´s Modified Eagle´s (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
US) con alta glucosa (4,5mg/ml), suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS, Fetal bovine serum, 
Sigma-Aldrich), 2mM de L-glutamina (Lonza, Basilea, Suiza) y 105U/ml de penicilina/estreptomicina 
(Lonza). Los cultivos celulares se mantuvieron en sendos incubadores a 37oC, en una atmósfera con CO2 
al 5% y a dos presiones parciales de oxígeno; 21%O2 (presión atmosférica) y 3%O2 (presión próxima a la 
fisiológica). El nivel de oxígeno al 3%O2 se controló mediante la utilización de un incubador trigásico (N2, 
O2 y CO2) Forma series II 3110 water-jaketed incubator model (Thermo Scientific, NC, US) el cual está 
adaptado a una fuente externa de nitrógeno que permite el desplazamiento del oxígeno en el interior 
del incubador.  
 
1.2 Curvas de Crecimiento 
 
 Para el desarrollo de las curvas de crecimiento y control de la viabilidad celular, las células se 
contabilizaron mediante el uso de cámara de Neubauer y tinción con azul de tripan al 0,05% (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, US). Las células se sembraron periódicamente una vez por semana a una concentración 
inicial de 1x103células/cm2 hasta alcanzar la subconfluencia (70-80%) y el medio de cultivo fué renovado 
cada tres o cuatro días. Los pases se realizaron mediante reacción de tripsinización retirando el medio 
de cultivo, lavando las hMSC adherentes con tampón salino (PBS, Phosphate Buffered Saline) y 
añadiendo 0,025ml/cm
2
 de la solución de tripsinización (Tripsina 0,25% y 1mM de EDTA, Gibco, NY, US) 
por placa sembrada, durante 5 minutos a 37
o
C. Transcurrido el tiempo de reacción, la enzima se inactivó 
añadiendo el equivalente a 5 volúmenes de DMEM completo por volumen de tripsina utilizada. Una vez 
las células fueron recolectadas y mantenidas en suspensión, se procedió a su contabilización y posterior 
siembra en placa (BD Bioscience).  
 
 La monitorización del crecimiento celular se llevo a cabo mediante curvas de crecimiento, 
representando el número de divisiones celulares acumuladas (DC) por pase de cultivo. El número de 
divisiones celulares se calculó de acuerdo con la siguiente fórmula: DC (n / (n-1)) = (log (Nn / Nn-1)) / log 
2 (n: pase; N: número de células).  
 
1.3 Tratamientos  
 
1.3.1 ROS exógeno 
 
 Para el tratamiento de las hMSC con los agentes químicos inductores de estrés oxidativo, se 
trataron los cultivos celulares crecidos en DMEM completo a pase uno de cultivo y en un estado de 
subconfluencia cercano al 70% con una dosis de 40µM de Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo 
(paraquat, (PQ), Sigma-Aldrich) renovada periódicamente cada tres o cuatro días y una única dosis de 
100µM de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Foret SA, Barcelona, España).  
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1.3.2 Diferenciación in vitro 
 
 Para el ensayo de diferenciación, se sembraron las cuatro líneas independientes de hMSC a 
pase uno de cultivo al 21%O2 a una concentración inicial de 2x10
4células/cm2 en placas multipocillo de 6 
pocillos (BD Bioscience) con DMEM completo. Tras 24 horas de cultivo, el medio de cultivo estándar se 
remplazó por el correspondiente medio de diferenciación osteogénica o adipogénica según fuese caso. 
 
1.3.2.1 Diferenciación osteogénica 
 
 Una vez sembradas las células a la concentración adecuada y transcurridas 24 hora en 
condiciones estándar de cultivo, se añadió el medio de inducción osteogénica compuesto por DMEM 
completo y suplementado con 10 mM de β-glicerol fosfato (Sigma-Aldrich), 0,1 μM de dexametasona 
(Sigma-Aldrich) y 0,2 mM de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich). El medio de diferenciación se renovó cada 
tres o cuatro días, durante un periodo de tres semanas; periodo tras el cual las células se fijaron en 
etanol al 70% durante 1 hora a 4oC y se dejaron secar 15 minutos a temperatura ambiente (TA). 
Posteriormente, las células se tiñeron con 40mM de rojo Alizarín (Sigma-Aldrich) a pH 4,1 durante 5 
minutos a TA y se lavaron con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante y precipitados. Los 
cúmulos de calcio se tiñeron de color rojo-marrón y fueron captados por un microscopio óptico de 
campo claro IX51 Olympus con un objetivo de 40X (Olympus, Melville, NY, US). El experimento se realizó 
por triplicado en las cuatro líneas independientes y se observó marcaje en todas las réplicas. 
 
1.3.2.2 Diferenciación adipogénica 
 
 Una vez sembradas las células a la concentración adecuada y transcurridas 24 hora en 
condiciones estándar de cultivo, se añadió el medio de inducción adipogénica compuesto por DMEM 
completo y suplementado con 0,01μM de dexametasona (Sigma-Aldrich), 0,5 mM de 3-isobutil-1-metil 
xantina (IBMX, Sigma-Aldrich) y 60μM de indometacina (Sigma-Aldrich). El medio de diferenciación se 
renovó cada tres o cuatro días, durante un periodo de tres semanas; periodo tras el cual las células se 
fijaron en una solución de paraformaldehído al 4% en PBS durante 30 minutos a TA. Una vez fijadas, las 
células se lavaron 2 veces con agua destilada y se incubaron 5 minutos con una solución de isopropanol 
al 60% en agua destilada. Después de 10 minutos de secado, las células se tiñeron con una solución de 
1mg/ml de Aceite rojo O en isopropanol al 60% en agua destilada durante 5 minutos a TA y se lavaron 
con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante y precipitados. Los cúmulos lipídicos 
intracelulares se tiñeron de rojo y fueron captados por un microscopio óptico de campo claro IX51 
Olympus con un objetivo de 40X (Olympus). El experimento se realizó por triplicado en las cuatro líneas 
independientes y se observó marcaje en todas las réplicas. 
 
 
II. Ensayo SA--Galactosidasa 
 
 Para este ensayo, las hMSC fueron sembradas a 5x103células/cm2 en placas multipocillo de 
35mm (Nalge Nunc, Rochester, NY, US) en ambas condiciones de oxígeno. Tras 48 horas de cultivo, las 
células se procesaron según las instrucciones del kit “senescence Beta-Galactosidase staining kit” (Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA, US). Brevemente, las células fueron lavadas con 2ml de PBS por 
pocillo y fijadas durante 15 minutos a TA con 1ml de la respectiva solución de fijación. Posteriormente 
las células se lavaron dos veces con 2ml de PBS y se incubaron toda la noche a 37
o
C con la específica 
solución de tinción. Tras la incubación se añadió  a cada pocillo 3 ml de glicerol al 70% y las muestras se 
almacenaron a 4
o
C hasta la captura digital de las imágenes. Las células SA--galactosidasa positivas 
presentaron una tinción intracelular de color azul y fueron captadas a través de un microscopio óptico 
de campo claro IX51 Olympus con un objetivo de 40X (Olympus, Melville, NY, US). Los experimentos se 
realizaron por triplicado por cada línea celular analizada y se captaron 10 campos por pocillo de forma 




 Materiales y métodos 
 




3.1 Aislamiento y cuantificación proteica 
 
 Para realizar la extracción proteica, los cultivos celulares en subconfluencia (70-80%) se lavaron 
rápidamente dos veces con PBS a 4oC y posteriormente se lisaron mediante la adición directa de 
10l/cm
2
 de tampón de lisis RIPA (Tris-HCl 50mM pH 7,4, 1%NP40, 0,25% Na-deoxicolato, NaCl 150mM, 
EDTA 1mM e inhibidores de proteasas “mini complete” (Roche, Basilea, Suiza)) por superficie cultivada. 
Tras 2 minutos de incubación a 4
o
C, el extracto proteico se proceso rascando homogéneamente la 
superficie de la placa mediante un rascador celular (BD Bioscience). El lisado celular se recolecto en un 
Eppendorf de 1,5ml y seguidamente se incubó durante 30 minutos a 4oC. Para descartar los restos 
subcelulares, el extracto de lisis se centrifugó a 16000Xg durante 20 minutos a 4oC y el sobrenadante fue 
alicuotado y guardado a -80oC hasta su uso.  
 
 Para determinar la concentración proteica en cada una de las muestra, se midió la absorbancia 
del sobrenadante a 650nm mediante el uso del kit “DC Protein Assay” (Bio-Rad, Hercules, CA, US) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cuantificar la concentración proteica absoluta, se realizo 
una recta patrón de absorvancia a 650nm con diluciones seriadas de concentraciones de albúmina de 
suero bovino conocidas (BSA, Bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) y se interpolaron las medidas de 
absorbancia obtenidas en cada una de las muestras problema. Una vez conocidas las concentraciones 
en cada extracto, las muestras se mezclaron con tampón de carga 5x (0,125mM Tris-HCl, 4% SDS, 20% 
glicerol, 0,2 MDTT, 0,02% azul de bromofenol, pH 6,8) y se desnaturalizaron por choque térmico a 95oC, 
5 minutos y 4oC, 1 minuto. Los extractos proteicos se almacenaron a -20oC hasta su uso.  
 
3.2 Electroforesis, transferencia, incubaciones y revelado 
 
 Los extractos proteicos (25-40g de proteína por muestra) fueron sometidos a electroforesis en 
geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) a 
un porcentaje de 12 o 15% dependiendo de la proteína a analizar y se transfirieron a una membrana de 
PVDF con un tamaño de poro de 0,45m (Millipore, Bellirica, MA, US). Dicha transferencia se realizó en 
condiciones semihúmedas con el dispositivo de transferencia “iblot SD” (Invitrogen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una vez realizada la transferencia, la membrana se bloqueó en una 
solución de PBS-0,1%Tween20 y 10% de leche desnatada durante 1 hora a TA; periodo tras el cual, la 
membrana se incubó con los respectivos anticuerpos primarios en una solución de PBS-0,1%Tween20 y 
1% de leche durante 2 horas a TA. Tras la incubación, las membranas se lavaron 3 veces con PBS-
0,1%Tween20 durante 5 minutos y se incubaron durante 1 hora a TA con los respectivos anticuerpos 
secundarios marcados con peroxidasa de rábano picante (HRP, Horseradish peroxidase, Dako, 
Carpinteria, CA, US) y diluidos en una solución de PBS-0,1%Tween20 y 1% de leche desnatada. Después 
de la incubación, la membrana se lavó 3 veces con PBS-0,1%Tween20 durante 5 minutos a TA y para 
llevar a cabo el revelado, la membrana se incubó con el sistema de detección quimioluminiscente  ECL 
(GE Helthcare) durante 1 minuto a TA. Transcurrido este tiempo, se situó la membrana en un casete de 
revelado junto con una película radiográfica (AGFA, Mortsel, Belgium) durante 30, 60, 120 o más 
segundos y se reveló mediante la máquina de revelado Kodak x-Omat 2000.  
 
 La relación de anticuerpos primarios utilizados para este ensayo y sus respectivas diluciones de 
uso se encuentra resumida en la tabla m1.  
 
 
Anticuerpo Especie/isotipo Dilución de uso Casa comercial Referencia 
Anti P53 Ratón / IgG1 1:500 Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, US Pab240 
Anti P21 Ratón / IgG2a 1:500 Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, US F-5 
Anti HIF1 Conejo / IgG2b 1:1000 Cell signaling, Beverly, MA, US 3716 
Anti actina Ratón / IgG1 1:1000 Abcam, Cambridge, MA, US 8226 
Anti conejo HRP Cabra / IgG1 1:2000 Dako, Carpinteria, CA, US P0448 
Anti ratón HRP Cabra / IgG1 1:2000 Dako, Carpinteria, CA, US P0447 
 
Tabla m1. Listado de anticuerpos y diluciones utilizadas para el ensayo de Western-blot 
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IV. Oxidación celular 
 
4.1 Detección de carbonilos  
 
Para la detección de carbonilos derivados de la oxidación en las hMSC, se desarrolló una 
adaptación del método de Levine (Levine et al., 1994) con algunas modificaciones. Brevemente, una vez 
los cultivos de hMSC llegaron a subconfluencia, las células se levantaron por tripsinización y se lavaron 
dos veces en PBS a 4oC mediante centrifugación a 300Xg. Tras los lavados, se generaron “pellets” 
celulares que se mezclaron con una solución de 30% de ácido tricloroacético (v/v) para inducir la 
precipitación proteica. Los precipitados celulares, fueron resuspendidos en una solución de 10mM  de 
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e incubados durante 60 minutos a 37
o
C. Las muestras fueron 
nuevamente precipitadas con una solución de 20% de ácido tricloroacético (v/v) y centrifugadas 
durante 10 minutos a 1000Xg a 4
o
C. Se lavaron los precipitados dos veces con etanol:acetato de etilo 
(1:1; v/v) para remover el exceso de DNPH y se incubaron en tampón fosfato 2mM a pH 2,3 con 6M de 
guanidina durante 40 minutos a 37oC. Tras la incubación, se centrifugaron las muestras a 3000Xg 
durante 5 minutos a 4oC. Posteriormente, se midió la absorbancia del sobrenadante a 360nm y la 
absorción molar de 22000 M-1 cm-1 se uso para cuantificar los niveles de carbonilos de proteínas 
expresados como μmols/103 células. Las muestras fueron analizadas contra un blanco de solución de 
guanidina.  
 
4.2 Detección de malondialdehídos  (MDA) 
 
Los niveles de MDA se determinaron por cromatografía líquida de alta presión (HPLC, High 
Pressure Liquid Chromatography) mediante una adaptación del método de Wong (Wong et al., 1987), 
con algunas modificaciones. Para este fin, se levantaron las hMSC en subconfluencia mediante 
tripsinización y se lavaron dos veces en PBS a 4oC por centrifugación a 300Xg. Tras los lavados, se 
generaron “pellets” celulares los cuales fueron resuspendidos en una solución de 0,5M EDTA/agua 
destilada a una concentración de 103células/μl. Paralelamente, se realizaron diluciones seriadas de una 
solución de 1,1,3,3- tetraetoxipropano (TBE, Sigma-Aldrich) en agua destilada  a 0,61, 1,22 2,43 y 4,86 
μM, para establecer una recta patrón. Se añadieron 50μl de cada una de las muestras y las diluciones 
seriadas de TBE a una solución de 1,45 ml de ácido fosfórico a 440mM (Sigma-Aldrich) y 4,6-dihidroxi-2-
thiopirimidina a 42mM (TBA, Sigma-Aldrich). Para permitir la hidrólisis de los lipoperóxidos y facilitar la 
reacción con el TBA, La mezcla de reacción fue calentada a 100oC durante 1 hora. Para estabilizar la 
formación de los complejos MDA-TBA, se añadieron 500l de la mezcla de reacción a 500l de una 
solución de 100mM Metanol/NaOH (Sigma-Aldrich). Para permitir la sedimentación de precipitados 
proteicos, la mezcla de reacción se centrifugó a 9500Xg durante 5 minutos a 4oC y se mantuvieron a 4oC 
hasta realizar el análisis por HPLC. 
 
Se equilibraron las columnas de HPLC mediante un flujo de 2ml/minuto de tampón 50mM de 
fosfato potásico a pH 6,8 durante 30 minutos y posteriormente, se inyectaron en las columnas 50μl de 
las muestras acomplejadas. Se midió la absorbancia por espectofotometría del líquido efluente a 
532nm y se analizó el pico de absorbancia asociado a la media de retención de los complejos MDA-TBA 





V. Técnicas citogenéticas  
 
5.1 iFISH (interphase Fluorescence In Situ Hybridization)  
 
 Para el análisis de la ploidía en interfase, se utilizó el kit comercial “Breast Aneusomy Multi-
Color Probe” (Abbott Laboratories, Libertyville, IL, US), que contiene las sondas específicas que 
reconocen las secuencias de las regiones CEP de los centrómeros de los cromosomas 1, 8, 11 y 17 y que 
están conjugadas con los fluorocromos que emiten en los espectros del dorado, rojo, verde y azul, 
respectivamente. Debido a fallos en la hibridación de la sonda asociada al cromosoma 1, el análisis se 
realizo mediante el conteo de los centrómeros de los cromosomas 8, 11 y 17.  
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5.1.1 Preparación de las muestras   
 
 Las células crecidas en ambas condiciones de oxígeno se recolectaron mediante tripsinización al 
llegar a subconfluencia (70-80%), en los respectivos puntos en los que se desarrollo el análisis (pase 2, 5, 
10, 15 y 20). Una vez en suspensión, las células se trataron con una solución hipotónica de KCl al 0,56% 
durante 15 minutos a 37oC. Tras el choque hipotónico, las células fueron fijadas tres veces durante 5 
minutos en una solución de metanol:ácido acético glacial fresco en una proporción 3:1 a 4oC, y se 
guardaron a -80oC hasta su uso. Una vez fijadas, las células fueron depositadas en portaobjetos 
(Deltalab, Barcelona, España) y se dejaron endurecer y secar en el cristal al menos durante una noche a 
TA, para favorecer su adhesión. Posteriormente, para eliminar los restos de proteína y de membrana 
que pudiesen interferir con la hibridación, las muestras fueron incubadas con una solución 2X de 
tampón salino (SSCb, Saline-Sodium Citrate buffer) durante 2 minutos a 73oC y tratadas con una solución 
de pepsina ácida al 0,1% (Sigma) y HCl al 0,03% durante 10 minutos a 37
o
C. Después del tratamiento, las 
muestras se lavaron con PBS durante 5 minutos a TA, se fijaron en una solución del 4% de 
formaldehido/PBS durante 5 minutos a TA y se lavaron nuevamente con PBS durante 5 minutos a TA. 
Finalmente, las muestras se deshidrataron con incubaciones seriadas de etanol/PBS al 70%, 90% y 100% 
durante 5 minutos y poseteriormente se dejaron secar 10 minutos a TA.  
 
5.1.2 Desnaturalización/ Hibridación in situ 
 
La desnaturalización se realizó en un horno de hibridación (GE Healthcare), mediante la adición 
in situ de dos gotas de 15µl de una solución 70% formamida desionizada y 2X de tampón salino SSCb a 
pH 5,3 e incubadas durante 5 minutos a 73oC. A continuación, las muestras se deshidrataron mediante 
concentraciones crecientes de etanol/PBS como se describió anteriormente y se dejaron secar por 10 
minutos a TA. Tras la deshidratación, las muestras se hibridaron con 3l de la sonda comercial 
previamente precalentada durante al menos 5 minutos a 73oC (para favoreces su reconstitución) y se 
incubaron durante 24 horas a 37
o
C en oscuridad. Al terminar la hibridación, las muestras se lavaron en 
dos pasos, mediante la incubación en una solución de 0,4X SSCb/0,3% NP40 durante 2 minutos a 73oC y 
una solución de 2X SSCb/0,1% NP40 durante 1 minuto a TA. Posteriormente, las preparaciones se 
dejaron secar 5 minutos a TA y se tiñeron los cromosomas mediante la adición de 1 gota de 10µl de 
medio de montaje Vectashield H-1200 con 4,6-diamidino-2 fenilindol (DAPI, Vector laboratories, 
Burlinggame, CA, US). Los portas se guardaron a 4oC en la oscuridad hasta la captura digital de las 
imágenes. Se captaron de forma aleatoria al menos 100 núcleos por muestra y condición de oxígeno. 
 
5.2 mFISH (metaphase Fluorescence In Situ Hybridization)  
 
 Para la realización del FISH en metafase se utilizaron sondas PNA (Peptide Nuclei Acid) análogas 
de ADN en la que se ha remplazado el esqueleto de desoxirribosa-fosfato con un péptido sintético 
compuesto normalmente de unidades de N-2 amino etil-glicina y acoplados a un marcador fluorescente 
(Nielsen, 2001). Particularmente, para llevar a cabo este estudio, se usó una sonda PNA de secuencia 
LL(CCCTAA)3 (Eurogentec, Liége, Belgium) especifica para las regiones teloméricas y conjugada con Cy3  
y una sonda PNA de secuencia LL(ATTCGTTGGAAACGGGA) específica para regiones alfa satélite 
centroméricas (Eurogentec) y conjugada con FITC (Lansdorp et al., 1996). 
 
5.2.1 Preparación de las muestras  
 
 Para la obtención de metafases procedentes de los cultivos de hMSC crecidos a ambas 
condiciones de oxígeno, se trataron las células en subconfluencia (70-80%) con 10g/ml de Colcemida 
(Invitrogen) durante 4h a 37 
o
C. Tras este periodo, las metafases se recolectaron mediante tripsinización 
y se trataron en suspensión con una solución hipotónica de KCl al 0,56% durante 15 minutos a 37
o
C. Una 
vez realizado el choque hipotónico, las metafases fueron fijadas tres veces por 5 minutos en 
metanol:ácido acético glacial fresco en proporción 3:1 a 4
o
C y se guardaron a -80
o
C hasta su uso. Una 
vez fijadas, las metafases se tiraron mediante un capilar de cristal sobre portaobjetos limpios (Deltalab, 
Barcelona, España) con una película de agua destilada para favorecer la disgregación de los cromosomas 
y de este modo facilitar su captura. Una vez en el portaobjetos, las metafases se dejaron endurecer y 
secar sobre el cristal al menos una noche a TA. Transcurrido este tiempo, las muestras se hidrataron con 
PBS 1X durante 15 minutos a TA, se fijaron en una solución al 4% formaldehído/PBS durante 2 minutos a 
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TA y se lavaron 3 veces en PBS durante 5 minutos a TA. Para eliminar los restos de proteína y de 
membrana que pudiesen interferir con la posterior hibridación, las muestras se incubaron con una 
solución de pepsina ácida al 0,1% (Sigma) y HCl al 0,03% durante 10 minutos a 37oC. A continuación, las 
muestras se lavaron 2 veces con PBS a TA, se fijaron nuevamente en 4% formaldehído/PBS durante 2 
minutos, se lavaron 3 veces en PBS y se deshidrataron en soluciones seriadas de etanol al 70%, 90% y 
100% durante 5 minutos a TA. Las preparaciones se dejaron secar 10 minutos a TA para posteriormente 
continuar con la hibridación. 
 
5.2.2 Desnaturalización/Hibridación in situ 
 
 Para la hibridación, se añadieron 2 gotas de 15l de la mezcla de desnaturalización/hibridación 
(10mM Tris HCl pH 7,2, 70% formamida desionizada, 0,5% de reactivo de bloqueo (Roche), 0,5g/ml  de 
sonda PNA-tel-Cy3, 5g/ml  de sonda PNA-Cen-FITC y 5% de tampón Mg con 25mM de MgCl2, 9mM  
ácido cítrico, 82mM de Na2HPO4) sobre un cubreobjetos de 60X20mm (Menzel-glaser, Braunschweig, 
Alemania). El cubreobjetos se depositó sobre las preparaciones y estas se situaron en un horno de 
hibridación (GE Healthcare) durante 3 minutos a 80oC, para permitir la desnaturalizaron. 
Inmediatamente después, para permitir la hibridación, las preparaciones se dejaron en una cámara 
húmeda durante 3 horas a TA en oscuridad. Al terminar la hibridación, las  preparaciones se lavaron 3 
veces en PBS-0,1%Tween20 durante 10 minutos a 60
o
C y se sometieron a una segunda ronda de 
deshidratación como se describió anteriormente. Tras la deshidratación, las preparaciones se dejaron 
secar durante 5 minutos a TA y se tiñeron los cromosomas mediante la adición de 2 gotas de 10µl de 
medio de montaje Vectashield H-1200 con DAPI (Vector laboratories). Los portas se guardaron a 4oC en 
la oscuridad hasta la captura digital de las imágenes. Se captaron de forma aleatoria al menos 25 
metafases o núcleos por muestra y condición de oxígeno, equivalentes a más de 100 metafases o 
núcleos por condición de oxígeno.  
 
5.2.3 Aberraciones cromosómicas estructurales 
 
 Para el estudio de la detección de aberraciones cromosómicas estructurales, se analizaron las 
metafases hibridadas simultanemente con la sonda telomérica y centromérica y se contó el número de 
aberraciones cromosómicas existentes en cada una de las líneas. Estas alteraciones fueron consideradas 
y clasificadas bajo los siguientes criterios: 
 
 Rotura: Interrupciones en la señal de DAPI con desplazamiento del fragmento respecto al resto 
del cromosoma y/o ausencia de la señal telomérica al final de la estructura cromosómica. 
 
 Cromosoma dicéntrico: Cromosomas con dos centrómeros claramente separados pero unidos 
por la misma estructura teñida con DAPI y sin presentar telómeros en el punto de unión. 
 
 Fusiones: Dos cromosomas unidos sin señal telomérica en el punto de fusión y  presentando 
una única señal centromérica.      
 
5.3 Captura digital de imágenes 
 
 Las imágenes fueron captadas a través de un microscopio Nikon 90i equipado con un objetivo 
100 X “plan fluor 1,3 N/A” de inmersión en aceite con filtros apropiados 
UV/Aqua/FITC/GOLD/RED/TxRED y acoplado a una lámpara de fluorescencia “Hg Intensilight” (Nikon 
Instruments, Melville, NY, US). Las imágenes digitales fueron adquiridas por una cámara JAI 
monocromática enfriada CCD (Kushima City, Miyazaki, Japón) y analizadas mediante el programa 
informático Cytovision Genus (Genetix, Boston, MA, US). Cada uno de los canales de fluorescencia 
UV/AQUA/FITC/GOLD/RED/TxRED se captó por separado y el programa generó automáticamente una 
imagen combinada de los canales captados.  
 
5.4 Cuantificación de fluorescencia telomérica 
  
 Para cuantificar adecuadamente la señal telomérica de las metafases o núcleos captados, se 
determinó el rango óptimo de exposición de la señal, tomando imágenes de muestras con distinta 
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longitud telomérica a distintos tiempos de integración linear 100, 250, 500 y 1000 ms. Así se observo, 
que un tiempo de adquisición de la imagen de 400ms era adecuado por estar en un rango linear de 
cuantificación de la señal y por ser lo suficientemente intenso como para detectar telómeros de  3,4kb 
de TTAGGG.  
 
 Para determinar la longitud telomérica, se captaron al menos 100 metafases o 100 núcleos por 
cada condición de oxígeno y se adquirieron el mismo día con el mismo tiempo de exposición. La 
cuantificación de la señal telomérica se realizó usando el programa informático TFL-Telo versión 2 
proporcionado por el laboratorio del Dr.Peter Lansdrop en el “British Columbia Cancer Center” en 
Vancouver, Canadá y disponible gratuitamente en la Web. La longitud telomérica en kpb se calculó 
interpolando en una recta patrón generada a partir de la fluorescencia telomérica emitida por la tinción 
de fibroblastos 82-6 inmortalizados con un vector lentiviral ppRL-Sin18 y los cuales expresan las 
proteínas TIN2 y TIN2-13 de manera estable. La sobreexpresión de estas dos proteíans permite generar 
telómeros estables y de longitud conocida con 3,4 para la línea TIN2 y 8,4kpb para la línea TIN2-13 (Kim 
et al., 1999; Rubio et al., 2002). Las dos líneas celulares, fueron gentilmente cedidas por el laboratorio 
de la Dra. Judith Campisi. 
 
 
VI. Actividad telomerasa – ensayo TRAP 
 
 Para la realización del protocolo de detección de actividad telomerasa mediante amplificación 
de regiones teloméricas por el sistema de PCR cuantitativa, se utilizó el método descrito por Herbert 
(Herbert et al., 2006), con algunas modificaciones. 
 
6.1 Amplificación telomérica 
 
 Para el desarrollo de este ensayo, en primer lugar se generaron extractos proteicos en cada uno 
de los puntos analizados durante el cultivo. Se levantaron las células por tripsinización y se lavaron dos 
veces en PBS a 4oC mediante centrifugación a 300Xg. Tras los lavados, se generaron precipitados 
celulares (pellets) que se resuspendieron en buffer de lisis NP40 (10Mm Tris-Hcl a pH 8.0, 1mM MgCl2, 
1mM EDTA, 1%NP40, 0,25mM Deoxicolato de sodio, 10% Glicerol, 150mM NaCl, 5mM β-
mercaptoetanol e inhibidor de proteasa 1x – mini complete (Roche)) a una concentración de 
1x103células/l. El homogenizado se incubó durante 30 minutos en hielo y posteriormente se centrifugó 
a 16000Xg por 20 minutos a 4oC. El sobrenadante obtenido se guardó a -80oC hasta su posterior uso. Se 
usaron 5l de cada extracto para la cuantificación protéica usando el kit de detección de proteínas “DC  
Protein assay” (BIO-RAD, Hercules, CA, US) (apartado 3.1 de ésta sección). Conociendo la concentración 
protéica en cada extracto, se usaron entre 5 y 1g de proteína por ensayo junto con un control  
negativo con 5g de proteína inactivada por calor incubando los extráctos durante 10 minutos a 80
o
C. A 
cada muestra se le añadió 5l de mezcla de reacción de amplificación telomérica compuesta por 
tampón 10x de actividad telomerasa (500mM Tris AcH a pH 8,5, 500mM AcK, 30mM MgCl2, 10mM 
spermina, 10mM  EGTA y 50mM β-mercaptoetanol), 2mM dAGT (Sigma-Aldrich) y 1mM oligo TS (tabla 




6.2 Cuantificación de la amplificación telomérica 
  
 Para cuantificar la amplificación telomérica mediada por la telomerasa endógena de cada uno 
de los extractos, se realizó una PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) que amplificaba el producto 
obtenido de la reacción anterior. Para este fin, se añadieron 2l de la reacción de amplificación 
telomérica a 23l de una mezcla de reacción de qPCR que continía tampón 1 x PCR Master Mix power 
SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, US), 5mM EGTA, 4ng/l Oligo ACX y 2ng/l Oligo TS 
(tabla 2). La reacción de PCR se realizó durante 40 ciclos, en los que cada ciclo correspondía a una 
oscilación de cambios de temperatura de 94oC por 10 minutos (iniciación), 94oC por 15 segundos 
(Desnaturalización) y 60oC por 1min (Alineamiento y extensión). La reacción de PCR se realizó mediante 
un termociclador “ABI PRISM 7700 sequence detection” (Applied Biosystems) y se monitorizó y analizó a 
través del programa informático 7900HT versión 2.3 (Applied Biosystems). Se realizaron réplicas triples  
de todas las reacciones de amplificación del apartado 6.1 de ésta sección incluidos los controles 
negativos. 
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TS 5' AATCCGTCGAGCAGAGTT 
ACX 5´ GCGCGGC(TTACCC)4 
 
Tabla m2. Secuencias de oligos usados en el ensayo de amplificación de repeticiones teloméricas (TRAP)  
 
 
VII. Ensayos de expresión génica (ARN)  
 
7.1 Ensayos TaqMan 
 
7.1.1 Aislamiento de ARN 
 
 Para el aislamiento del ARN (ácido ribonucléico), las células se trataron directamente en la 
placa de cultivo. Las células se lavaron dos veces con PBS a 4oC y se digirieron durante 5 minutos a 4oC 
mediante la adición directa de 1 ml de TRIzol Reagent (Invitrogen) por cada 10cm2 de área de cultivo 
sembrada. La digestión celular se recolecto en un Eppendorf de 1,5ml rascando la placa mediante un 
rascador (BD, Bioscience) y se incubó por 5 minutos a TA. Una vez obtenido el lisado celular se le añadió 
0,2 ml de cloroformo se agito suavemente, se incubó por 3 minutos a TA y se centrifugó durante 15 
minutos a 1200Xg a 4oC. Después de la centrifugación, la fase acuosa se separó del resto de la mezcla en 
un nuevo tubo Eppendorf y se incubó con 0,5ml de alcohol isopropílico durante 10 minutos a TA; 
posteriormente la mezcla se centrifugó durante 10 minutos a 1200Xg a 4oC, se eliminó el sobrenadante 
y el precipitado se resuspendió en 1ml de etanol 75% para seguidamente centrifugarlo a 7500Xg 
durante 5 minutos a 4oC. Nuevamente el sobrenadante fue eliminado y el precipitado se dejó secar 
durante 10 minutos para después resuspenderlo en 30l de agua libre de enzimas degradadoras de ARN 
(ARNsa free). El ARN se cuantifico por densitometría a 260nm mediante el uso de un espectrofotómetro 




 Para la síntesis de ADNc (ADN copia) a partir del ARN aislado, se utilizó el kit comercial de 
transcripción reversa “Superscript III Reverse Transcriptase” (Invitrogen). Brevemente, se añadió 1g de 
ARN a una mezcla de reacción que contenía 250ng de cebadores aleatorios y una mezcla de 
desoxinucleótidos de adenina, timidina, guanina y citosina (dNTP, (Sigma-Aldrich)) a 0,77mM con agua 
ARNsa free en un volumen final de 13l. Seguidamente, la mezcla de reacción se calentó durante 5 
minutos a 65oC  y se incubó durante un 1 minuto a 4oC. Posteriormente se añadieron 7l de la mezcla de 
reacción de transcripción reversa compuesta por tampón estándar 5x (standard buffer (Invitrogen)), 
5mM de DTT (Dithiothreitol), 0,1 unidades/l de ARNseOUT (Recombinant ARNse Inhibitor) y 5U/l de 
SuperScriptIII RT (Invitrogen). La mezcla se incubó durante 1 hora a 50oC para inducir la trascripción 




 Para la cuantificación relativa de los niveles de expresión génica de ARN; en este trabajo  se 
utilizaron sondas comerciales TaqMan (Applied Biosystemss) específicas para cada uno de los genes en 
cuestión (tabla 3). Una vez generado el cADN, se añadieron 10ng de cADN de cada una de las muestras, 
a una mezcla de reacción compuesta por 10l de 2x PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 1l de los 
cebadores específicos para cada uno de los genes a estudiar, en un volumen final de 20l. La reacción 
de PCR se realizó durante 40 ciclos, en los que cada ciclo correspondía a una oscilación de cambios de 
temperatura de 94oC por 10 minutos (desnaturalización inicial), 94oC por 15 segundos 
(desnaturalización) y 60oC por 1min (alineamiento y extensión). La reacción de PCR se realizó mediante 
un termociclador “ABI PRISM 7700 sequence detection” (Applied Biosystems) y se monitorizó y analizó a 
través del programa informático 7900HT versión 2.3 (Applied Biosystems). Se realizaron réplicas tríples 
por cada muestra analizada. 
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Símbolo Nombre Referencia 
 actina Actina beta Hs03023880_g1 
SCNI Scinderina Hs00263961_m1 
EDN1 Endotelina Hs01115919_m1 
Akap9 Proteína de anclaje quinasa A9 Hs00323978_m1 
CXCL12 Quimioquina ligando 12 Hs00171022_m1 
PDK1 Piruvato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 1 Hs01561850_m1 
HIF3 Factor inducible por hipoxia 3, subunidad alfa Hs00541709_m1 
PGK1 Fosfoglicerato quinasa 1 Hs00943178_g1 
PFKB3 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 Hs00190079_m1 
PFKB4 6-fosfofructo-2 quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa 4 Hs00190096_m1 
ALDOC Aldolasa C, fructosa-bifosfato Hs00193059_m1 
TPI1 Triosa fosfato isomerasa 1 Hs03806547_s1 
SLC2A1 Transportador de solutos 1 de la familia 2 (transportador de glucosa) Hs00892681_m1 
LDHA Lactato deshidrogenasa A Hs0085532_g1 
IGF2 Factor de crecimiento insulínico 2 (Somatomedina A) Hs00171254_m1 
TERT Telomerasa transcriptasa inversa Hs00162669_m1 
 
Tabla m3. Listado de sondas TaqMan (Applied Biosystems) usadas en este trabajo. 
 
7.2 Microarrays de expresión 
 
 Para la detección de los cambios en el perfil de expresión génica en los cultivos celulares, se 
realizaron dos Microarrays comparando las cuatro líneas independientes de hMSC. En uno de ellos se 
comparo la diferencia de expresión génica entre células crecidas al 21%O2 (n=4) y células crecidas al 
3%O2 (n=4) a pase 5 de cultivo. En el otro análisis, se comparó el cambio de expresión génica entre 
células de pase temprano a pase 2 de cultivo (n=4) y células de pase tardío a pase 21 de cultivo (n=4) 
crecidas en condiciones estándar de cultivo (21%O2). 
 
El ARN se aisló mediante el procedimiento anteriormente descrito (apartado 7.1.1 de ésta 
sección) y se marcó usando el protocolo de análisis para la expresión de genes basado en la tecnología 
de Microarrays (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Se usaron 400ng del ARN total aislado para la 
reacción de transcripción reversa usando el oligo dT/promotor de polimerasa T7 y la transcriptasa 
reversa MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase). El cADN producto de la 
reacción fue convertido a aARN (ARN amplificado) usando la polimerasa ARN T7 (BD Bioscience), la cual 
amplificó simultáneamente el material diana e incorporó CTP marcados con 3 cianina. Tras la reacción, 
1,65µg de aARN marcado con Cy3 fue hibridado con el genoma humano completo, en un Microarray de 
4 x 44k (Agilent Technologies) durante 17 horas a 65oC en un horno de hibridación (Agilent 
Technologies), siguiendo las indicaciones del proveedor (One-Color Microarray-Based Gene Expresión 
Analysis, Agilent Technologies). Una vez hibridadas las muestras, el Microarray se lavó y escaneó en un 
escáner Agilent ADN Microarray Scanner (Agilent Technologies) a 5mm de resolución, usando los 
parámetros normales de 4 x 44 one-color Arrays. Las imágenes obtenidas por el escáner fueron 
analizadas usando el programa informático Feature Extraction v10 (Agilent Technologies). 
 
 Los datos del programa Feature Extraction se importaron al software GeneSpring® GX versión 
9.0 (Agilent Technologies) y se cuantificaron los valores de la normalización y de la expresión (log2 
transformado). Las sondas también se marcaron (presente, marginal, ausente) mediante GeneSpring® y 
se seleccionaron para los análisis aquellas sondas cuyos valores de señal se encontraban por encima del 
percentil más bajo (20) y marcadas como presente o marginal en el 100% de las replicaciones, en al 
menos una de las dos condiciones de estudio. El análisis estadístico de expresión diferencial génica se 
evalúo mediante el clásico análisis pareado SAM (Tusher et al., 2001).  La maquinaria y el soporte 
técnico necesario para realizar este análisis se llevó acabo en colaboración con el servició técnico de la 
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VIII. Técnicas de evaluación de contenido génico y huella genética  (ADN) 
 
8.1 Array de CGH (aCGH) 
 
 Para el desarrollo de este ensayo, se levantaron las hMSC de la placa mediante tripsinización y 
se lavaron dos veces en PBS a 4oC a través de centrifugación a 300Xg. Tras los lavados, se generaron 
precipitados celulares (pellets) que se almacenaron a -80oC hasta su uso. 
 
8.1.1 Aislamiento del ADN 
 
 Se aisló el ADN de los pellets celulares haciendo uso del kit de aislamiento de ADN Wizard SV 
Genomic ADN purification System (Promega, Madison, WI, US) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Brevemente, los pellets celulares se lisaron añadiendo 600µl de la correspondiente solución 
de lisado y disgregando el pellet mediante pipeteo. Inmediatamente después, se añadieron 3µl de 
solución ARNsa y se incubó la mezcla de reacción durante 30 minutos a 37oC. Posteriormente se 
añadieron 200µl de solución de precipitación proteica (sumuinistrada por el fabricante), se agito la 
mezlca y se mantuvo en hielo durante 5 minutos para seguidamente centrifugar la mezcla durante 5 
minutos a 16000Xg. El sobrenadante se mezcló con 600µl de isopropanol y se centrifugó a 16000Xg 
durante 1 minuto; se descartó el sobrenadante y se añadió al precipitado final 600µl de etanol al 70% 
para nuevamente centrifugar como se describió anteriormente. Tras la centrifugación, se descartó 
nuevamente el sobrenadante y se dejó secar el precipitado durante 15 minutos a TA. El ADN 
precipitado, se resuspendió en 50µl de agua miliQ y el ADN se cuantificó por densitometría a 260nm a 
través de un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Las muestras se guardaron a -
20oC hasta su uso.  
 
8.1.2 Preparación de las muestras, hibridación de los Microarrays y adquisición de imagen 
 
 Una vez aislado el ADN, se digirió con las enzimas Alu I y Rsa I (NEB, Ipswish, MA, US) durante 2 
horas a 37oC y se inactivó la reacción por calor durante 20 minutos a 65oC. Para el marcaje, las muestras 
se incubaron con 5μl de cebadores aleatorios durante 20 minutos a 65oC y se incubaron con la mezcla 
de reacción de marcaje (5U de polimerasa Exo-Klenow (NEB), 0,5μl de dNTPs (Sigma-Aldrich) a 10μM y 
3μl de dUTP a las muestras control (ADN humano) y 3μl de UTP-cianina (Cy3 o Cy5) a las muestras 
problema (ADN de las hMSC)). Posteriormente, el ADN se purificó mediante los filtros Microcon YM-30 
(Millipore). Para la hibridación, los ADN marcados con Cy3 o Cy5 se mezclaron e hibridaron con el 
Microarray de Agilent (4X44K). Los arrays fueron lavados y secados de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante (Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic ADN Analysis Enzymatic Labeling, Agilent 
Technologies). Las imágenes fueron digitalizadas a 3 micras de resolución en el scanner de la casa 
comercial de los arrays (Agilent Technologies), usando los parámetros asignados por defecto para los 
arrays de CGH en formato 4X44K. El análisis se realizó haciendo uso del programa informático del mismo 
fabricante (Feature Extraction software v10,7) y de ADN Analytics (Agilent Technologies) en 
colaboración con el Dr. Javier Suela de la empresa NIMGenetics S.L. El análisis y procesamiento de los 
datos se realizaron con intermediación y soporte técnico de la Spin Off NimGenetics S.A  
 
8.2 Perfil polimórfico de nucleótido simple 
 
 Para la detección de posibles contaminaciones cruzadas entre los cultivos de las diferentes 
líneas de hMSC, realizamos un ensayo de detección de polimorfismos de nucleótidos (SNP, Single 
nucleotide Polymorphism), seleccionando nueve SNP localizados en diferentes genes con un amplio 
rango de heterocigosidad (GC03, GC046, GC051, GC056, V063, V072, V078, V085, V089), según se 
muestra en la base de datos para la información biotecnológica (NCBI, National Center for Biotechnology 
Information). Las sondas y oligos comerciales usados en este experimento se adquirieron de la casa 
comercial Applied Biosystems.   
 
 Se testaron tres líneas de hMSC a pase temprano y pase tardío crecidas en las dos condiciones 
de oxígeno y dos líneas de hMSC transducidas con el vector lentiviral hTERT a pase tardío y crecidas al 
21%O2. En primer lugar, se aisló el ADN de las muestras siguiendo el procedimiento descrito en el 
apartado 11.1 de ésta sección y se procedió con el genotipado mediante qPCR usando 20ng de ADN 
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genómico y añadiéndolos sobre una mezcla de reacción de tampón 1xTaqMan PCR Master Mix, 
0,01u/ml de cada oligo TaqMan, 60nM de sonda nativa y 60nM de sonda variante (reactivos 
suministrados por Applied Biosystems) en un volumen final 5l. La reacción de PCR se realizó mediante 
incubación de la mezcla durante 2 minutos a 50
o
C, desnaturalización por incubación durante 10 minutos 
a 95
o
C, seguidos de  40 ciclos de cambio de temperatura compuestos por los siguientes pasos: 92
o
C por 
15 segundos (desnaturalización inicial), 94oC por 15 segundos (desnaturalización) y 60oC por 1 minuto 
(Alineamiento y extensión). Después de la PCR, el genotipado de cada muestra fue determinado 
automáticamente mediante medida directa de fluorescencia final alelo específica en el sistema de 
detección  7900HT Detection System (Applied Biosystems), usando el programa de discriminación alélica 




IX. Infección lentiviral 
 
9.1 Obtención de sobrenadantes virales 
 
 El vector lentiviral se obtuvo en la línea celular HEK293T mediante la cotransfección del vector 
de interés (pPRLhTERT.SIN18), junto con los vectores accesorios pMD2-VSVG, pulg/pRRE y pRSV-REV, 
necesarios para el adecuando empaquetamiento de los viriones. En la producción de sobrenadantes 
virales se utilizó el método descrito por (Yang et al., 1999) con algunas modificaciones. Brevemente, se 
transfectaron células HEK293T con el vector lentiviral pPRLhTERT.SIN18 (4,8x106 células en una placa de 
10 cm de diámetro (BD Bioscience)) mediante la precipitación del vector con fosfato clásico y en 
presencia de 25M de cloroquina  (Sigma-Aldrich). Tras 8 horas de transfección se remplazó el medio 
por medio fresco y a las 12 horas siguientes se volvió a repetir el procedimiento. 24 horas después del 
último cambio de medio, se recogió el sobrenadante viral, del que se eliminaron los restos celulares 
mediante filtración (0,45M, Millipore, Billerica, MA, US) y posteriormente se utilizó de manera 
inmediata o se conservó a -80oC hasta su uso. 
 
Para la concentración de los sobrenadantes lentivirales, estos se sometieron a 
ultracentrifugación a 70000Xg durante 2 horas a 4oC y se resuspendieron en 200l de suero salino 
incubando toda la noche a 4oC. Las suspensiones se clarificaron a baja velocidad y los sobrenadantes se 
titularon y conservaron a -80oC hasta su uso. El vector lentiviral fue preparado por la unidad de vectores 
virales del CNIC. 
 
9.2 Titulación de sobrenadantes virales 
 
 La titulación se realizó en la línea celular HeLa. Se realizaron diluciones seriadas de los 




en presencia de 
8g/ml de polibreno (Sigma-Aldrich). Al día siguiente se retiraron las diluciones y se añadió medio 
fresco, dejando las células en cultivo 72 horas adicionales para permitir la expresión de los transgenes. 
Pasado este tiempo se analizó el porcentaje de células que presentaban expresión de GFP mediante 
citometría de flujo y el título del sobrenadante se calculó a través del uso de la siguiente fórmula: 
Unidades transducidas/ml (UI/ml) = (% de células positivas) x (número de células en el momento de la 
infección/100) x (factor de dilución). 
 
9.3 Transducción de hMSC 
 
 Las hMSC a pase 5 se sembraron el día anterior a la transducción a una densidad de 
5000células/cm2 en placas petri de 10cm2. Al día siguiente se añadió el sobrenadante viral diluido ½ con 
DMEM completo y con 8g/ml de polibreno (Sigma-Aldrich), las células se incubaron durante 8 horas y 
posteriormente se sustituyó el medio de transducción por 10ml de medio completo sin sobrenadante 
viral. Para confirmar la sobreexpresión del gen hTERT se realizó qRT-PCR mediante el uso de una sonda 
comercial TaqMan específica para hTERT (tabla 3, apartado de resultados). La construcción lentiviral  
(pPRLhTERT.SIN18) fue gentilmente cedida por la Dra. Judith Campisi del Buck Institute for Aging 
Research.  
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X. Citometría de flujo 
 
 Los análisis de citometría de flujo se realizaron mediante un analizador de citometría de flujo 
Fascanto II (BD Biosciences), mientras que los experimentos de separación celular se llevaron acabo a 
través de un citómetro de flujo separador BD FACSAria II cell sorting system bajo condiciones de asepsia 
(BD Bioscience). Maquinaria disponible en la Unidad de Celómica del CNIC. Todos los datos fueron 
analizados usando el programa informático summit v4.3 (Dako). 
 
10.1 Análisis de antígenos de superficie 
 
Para la confirmación del patrón de expresión de antígenos de superficie característico de las 
hMSC, se utilizó la selección de anticuerpos descritos en la tabla m4. Se levantaron las células de la 
placa mediante tripsinización y se lavaron dos veces en PBS a 4
o
C mediante centrifugación a 300Xg.  
Posteriormente  las células se resuspendieron a una concentración de 1,0x10
6
células/ml en solución de 
bloqueo conteniendo 1% (v/v) de suero humano en PBS y se incubaron durante 20 minutos a 4oC.  Tras 
el bloqueo, las muestras se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios conjugados con 
fluorocromos o sus controles de isotipo durante 30 minutos a 4oC a las concentraciones recomendadas 
por la casa comercial en reacciones separadas para cada ensayo y en un volumen final de 100l. Tras la 
incubación, las células se lavaron 2 veces con 200l de PBS mediante centrifugación a 300Xg y 
resuspendidas en 100l de PBS para posteriormente analizar por el citómetro. 
 
 
Anticuerpo Especie Fluorocromo Referencia 
CD29 Ratón / IgG2a PE 556049 / BD 
CD44 (Hialuronic Acid Receptor) Rata / IgG2b PE 12-0441 / EBioscie 
CD90 (Thy-1) Ratón / IgG1 FITC 555595 / BD 
CD105 (Endoglin) Ratón / IgG1 FITC MA1-80943/ Thermo  
CD11b Ratón / IgG1 PE MCA551PE / Serotec 
HLA DR Ratón / IgG3 FITC MCA1879F / Serotec 
CD19 Ratón / IgG1 FITC 555412 / BD 
CD45 Ratón / IgG1 FITC MCA435AD / Serotec 
 
Control de isotipo Catálogo 
mIgG2a-PE IC003P / RD 
rIgG2b-PE 553989 / BD 
mIgG1-FITC 555748 / BD 
mIgG1-FITC 555748 / BD 
mIgG1-PE 555749 / BD 
mIgG3-FITC IC007F / RD 
mIgG1-FITC 555748 / BD 
 
Tabla m4. Listado de anticuerpos utilizados para la caracterización del inmunofenotipo de las hMSC por citometría de flujo   
 




 Para detectar los niveles de ROS en los cultivos de hMSC a las dos tensiones de oxígeno, se 
levantaron las células de la placa a subconfluencia mediante tripsinización y se lavaron dos veces en PBS 
a 4
o
C mediante centrifugación a 300Xg. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en 1ml de 
tampón salino sin rojo fenol “Hank´s Buffered Salt Solution” (HBSS, Invitrogen) y se incubaron con 5µM 
de dihidroetidina (DHE, Molecular Probes, Carlsbad, CA, US), un marcador específico del radical 
superóxido (O2
-) total, durante un periodo de 30 minutos a 37oC. Después de la incubación, las células se 
lavaron con 1ml de HBSS mediante centrifugación a 300Xg y se resuspendieron a una concentración de 
1,0x103células/l en una solución de 1M TO-PRO-®3 iodine (Invitrogen) en HBSS a 4oC, utilizado como 
marcador de viabilidad. La suspensión celular se paso por el citómetro y se analizaron 1,0x104células por 
muestra y condición en el canal FL-2 para el DHE y en el canal FL-3 para el TO-PRO-®3. Para el análisis 
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sólo se tomaron en cuenta las células vivas descartando aquellas que eran positivas para la emisión de 
TO-PRO-®3.  
 
10.3 Selección celular por tamaño (FCS) y complejidad (SSC) 
 
Para la selección celular, se levantaron las células en subconfluencia mediante tripsinización a 
pase 7 de cultivo y se resuspendieron en medio de separación (HBSS, 0,5% de albúmina bovina (BSA, 
Bovine serum albumin, Sigma-Aldrich), 10mM de HEPES (Lonza), 2,5mM de EDTA, 10M de MgCl2 
(Sigma-Aldrich) y 10
5
U/ml de penicilina/estreptomicina (Lonza)) a una concentración de 1,0x10
7
 
células/ml. Se filtro la suspención celular en filtros de 70m (BD Bioscience) y se mantuvo a 4oC hasta su 
paso por el citómetro. La selección celular se realizó en función de los parámetros de tamaño (FCS, 
Forward Scatter) y complejidad (SSC, Side Scatter complexity) relativa. Tras la selección celular, las 
células fueron recogidas en 2ml de medio de recogida (HBSS y 50% FBS), se contabilizaron por cámara 










11.1 Detección de focos de 53BP1 
 
Para el ensayo de Inmunocitoquímica contra focos nucleares de la proteína 53BP1, se 
sembraron células hMSC en placas multipocillo de 35mm (Nalge Nunc) con DMEM completo a 
1,0x103células/cm2 y se dejaron crecer hasta llegar a la subconfluencia (70-80%). Una vez crecidas, las 
células se fijaron in situ con acetona durante 10 minutos a 4oC, se lavaron 3 veces con PBS a 4oC y se 
permeabilizaron con una solución de 0,5% Tritón X-100 durante 10 minutos a TA. Tras la 
permeabilización, se bloquearon con una solución de PBS-0,1%Tween20 y 10% de suero de cabra (SC, 
Abcam, Cambridge, UK) durante 1 hora a TA y se incubaron con el anticuerpo primario IgM de ratón 
específico contra la proteína 53BP1 (clon 05725 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, US) en una 
solución de PBS-0,1%Tween20 y 1% de Suero de Caballo (SC) a una dilución de 1:500 durante toda la 
noche a 4oC. Para eliminar el exceso de anticuerpo y las uniones inespecíficas, las células se lavaron 3 
veces con PBS-0,1%Tween20 a TA y se marcaron fluorescentemente mediante incubación con un 
anticuerpo secundario IgG de cabra contra IgM de ratón conjugado con Alexa 546 (Invitrogen) a una 
dilución de 1:1000 en PBS-0,1%Tween20 y 1% de SC durante 1 hora a TA en oscuridad. Las células se 
lavaron 3 veces con PBS-0,1%Tween20 a TA y se dejaron secar durante 10 minutos a TA. 
Posteriormente, se realizó una contra tinción nuclear mediante la adición de 1 gota de 10µl de medio de 
montaje Vectashield H-1200 con DAPI (Vector laboratories). Las placas multipocillo se guardaron a 4oC 
en la oscuridad hasta la captura digital de las imágenes. 
 
Como control positivo se usaron células hMSC irradiadas con 10Gy de radiación gamma 1 hora 
antes de la fijación y como control negativo células hMSC tratadas con el procedimiento anteriormente 
descrito exceptuando la incubación con el anticuerpo primario (las muestras no presentaron señal 
detectable). 
 
11.2 Detección de usos mitóticos  
 




 a pases medios de 
cultivo en las dos condiciones de oxígeno sobre cubres de cristal estériles de 60 x 24mm (Menzel Glaser) 
tratados con gelatina (Sigma-Aldrich) al 0,1% durante 30 minutos a 37
o
C. Cinco días después de la 
siembra, las células fueron lavadas in situ dos veces con PBS a TA y fijadas en 4% paraformaldehído 
(Sigma-Aldrich) durante 15 minutos a 4
o
C. Tras la fijación las células fueron permeabilizadas en PBS 
0,25%Triton X-100 (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos a TA y bloqueadas en PBS-0,1% Tween20, 1% 
BSA durante 1 hora a TA. Las células fueron incubadas con un anticuerpo de ratón anti  tubulina (clon 
CP06, Calbiochem, Nottingham, UK)  en solución de bloqueo a una razón de 1:100 por 2 horas a TA. Tras 
la incubación, las células se lavaron 3 veces con PBS a TA y se incubaron con un anticuerpo secundario 
IgG de conejo anti-ratón conjugado con Alexa Fluor-488 (Invitrogen) a una razón de 1:1000 en solución 
de bloqueo durante 1 hora a TA. Finalmente, los cubres se lavaron dos veces con PBS a TA y se les 
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añadió 2 gotas de10µl de medio de montaje Vectashield H-1200 con DAPI (Vector laboratories) para la 
tinción nuclear.  
   
11.3 Captura digital de imágenes 
 
 Las imágenes fueron captadas a través de un microscopio Nikon 90i equipado con un objetivo 
40 X “plan fluor 0,5 N/A” con filtros apropiados UV/Aqua/FITC/GOLD/RED/TxRED y una lámpara de 
fluorescencia “Hg Intensilight” (Nikon Instruments). Las imágenes digitales fueron adquiridas con el 
programa informático Cytovision Genus (Genetix, Boston, MA, US) acoplado a una cámara JAI enfriada 
monocromática CCD (Kushima City, Miyazaki, Japón). Cada uno de los canales de fluorescencia 
UV/Aqua/FITC/GOLD/RED/TxRED se captó por separado y el programa generó automáticamente una 
imagen combinada.  
 
Para la tinción de focos de 53BP1, se captaron de forma aleatoria al menos 100 núcleos por 
muestra y condición de oxígeno y para la tinción de  tubulina se captaron de forma aleatoria entre 32-
50 usos mitóticos por línea y condición de oxígeno. Se consideraron metafases multipolares aquellas 




XII. Medidas de actividad metabólica 
 
 Para determinar la actividad metabólica de las hMSC en cultivo y conocer el grado de consumo 
de oxígeno y actividad glucolítica, se utilizaron dos técnicas experimentales. La primera de ellas se 
realizó mediante un analizador de flujo extracelular de acidificación del medio y presencia de oxígeno 
molecular “Seahorse XF Extracelular Flux Anlayzer” (Seahorse, North Billerica, MA, US) que permite 
cuantificar la actividad glucolítica y el consumo de oxígeno directamente sobre el cultivo; y la segunda 
mediante detección directa de acumulación de lactato en las células.  
 
12.1 Detección de acidificación del medio y consumo de oxígeno (Seahorse) 
 
12.1.1 Preparación de las placas 
 
 Siguiendo las instrucciones del fabricante, 48 horas antes de realizar las medidas, se sembraron 
las hMSC crecidas en ambas concentraciones de oxígeno con DMEM completo a una densidad de 
5x103células/cm2 en una placa de 96 pocillos (XF96, Seahorse). Por otro lado, 24 hora antes de realizar 
las medidas, se equilibró la placa sensora de 96 electrodos (XF sensor cartidge hydratation, Seahorse) 
con 200l de solución de calibración a PH 7,4 (Seahorse Bioscience calibrant, Seahorse) mediante 
incubación a 37
o
C en ausencia de CO2 en una cámara de preparación (Prep Station, Seahorse). 
Igualmente, se preparó medio de cultivo carente de suero y bicarbonato para evitar el efecto tampón 
que ejercen estos compuestos sobre la acidificación del medio. El medio de cultivo se preparó a pH 7,4 
con 1XDMEM en polvo sin glucosa (Sigma-Aldrich), 2mM de L-glutamina (Lonza), 1mM de piruvato 
sódico (Lonza), 1% de rojo fenol (Sigma-Aldrich) y 105U/ml de penicilina/estreptomicina (Lonza) y se 
almacenó a 4
o
C hasta su uso. 
 
12.1.2 Obtención de las medidas experimentales 
 
 Antes de realizar las medidas en las placas XF96, se remplazó el medio de cultivo DMEM-
completo por DMEM sin suero y sin bicarbonato y se incubaron las placas en la cámara de preparación 
(Prep Station, Seahorse) durante 15 minutos a 37
o
C en ausencia de CO2. Posteriormente, se adaptó la 
placa sensora ya calibrada a la placa de cultivo y se introdujo en el analizador “Seahorse XF Extracelular 
Flux Anlayze” (Seahorse) para proceder con las medidas de consumo de oxígeno y acidificación del 
medio. Para inducir el bloqueo de la fosforilación oxidativa mediante la inhibición de la fracción FO de la 
ATP sintasa se usó 10µM de oligomicina  (Sigma-Aldrich) y para el desacoplamiento de la respiración 
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mitocondrial se usó 130µM de dinitrofenol (DNP, Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
 
12.1.3 Generación de datos 
 
 Se realizaron ocho replicas por línea celular y condición de oxígeno y los datos se presentaron 
como medias  y desviación estándar de la media en cada uno de los puntos analizados a lo largo del 
tiempo en cada una de las líneas de hMSC. 
 
12.2 Medición de lactato intracelular 
 
 Para el desarrollo de este ensayo, los cultivos de hMSC llegados a subconfluencia se levantaron 
mediante tripsinización en cada uno de los pases respectivos, se contabilizaron pos cámara de Neubauer 
y se lavaron dos veces con PBS a 4oC mediante centrifugación a 300Xg. Tras los lavados, se generaron 
precipitados celulares (pellets) los cuales se guardaron a -80oC hasta su posterior uso. Para medir la 
concentración de lactato intracelular se utilizó el kit “Lactate Colorimetric Assay Kit” (Abcam, 
Cambridge, MA) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, el precipitado celular se 
resuspendió en “Lactate Assay Buffer” a una concentración de 1,0x10
4
células/µl y separadamente se 
preparó una curva de reacción añadiendo concentraciones crecientes de lactato de 0-10 nmol/pocillo en 
un volumen final de 50µl. Se incubaron los 50µl de la curva de reacción y de la suspensión celular en 
placas de 96 pocillos con 50µl de “Reaction Mix” durante 30 minutos a TA en oscuridad. Posteriormente 
se midió la densidad óptica de cada muestra a 450nm en un espectrofotómetro de microplacas 
(Benchmark Plus Bio-Rad). Se analizaron las cuatro muestras de hMSC por triplicado y la concentración 
de lactato se expreso en unidades relativas al número de células por pocillo.  
 
 
XIII. Análisis estadístico 
 
 La mayoría de los datos presentados en este trabajo se muestran como la media ± desviación 
estándar de la media usando cuatro o tres líneas independientes de hMSC. La significancia estadística se 
determinó por la prueba de t de Student comparando muestras pareadas considerando una *P < 0,05 
como estadísticamente significativo. Excepcionalmente, en aquellos experimentos realizados con una 
única línea (tratamientos con PQ y H2O2) los datos se presentaron como frecuencias ± desviación 
estándar. La significancia estadística se determinó mediante test de Fisher calculando las frecuencias 
esperadas si las muestras a analizar fuesen independientes y se considero *P < 0,05 como 
estadísticamente significativo. Para el análisis estadístico se usó el programa informático “software 
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 La experimentación realizada en este trabajo, ha dado lugar al desarrollo de una patente que se 
encuadra en el campo de la biología celular y genética y se refiere a un método para la identificación de 
células madre mesenquimales humanas senescentes durante el crecimiento celular in vitro.  
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